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Einleitung 1 
1 Einleitung 
1.1 Zytokine 
Innerhalb einer Zelle wird das Netzwerk der biochemischen Vorgänge durch den Einfluss der 
Endprodukte einer Reaktion auf die Geschwindigkeit und Umsatzrate anderer Reaktionen 
kontrolliert und zeitlich abgestimmt. Im Verlauf der Evolution ist die Kontrollwirkung einiger 
Substanzen mit der Entwicklung multizellulärer Organismen von der intra- zur interzellulären 
Einflussnahme übergegangen. In höher entwickelten Lebewesen werden die sezernierten 
humoralen Faktoren teilweise über das Kreislaufsystem zu entfernten Erfolgsorganen 
transportiert. 
Eine bedeutende Klasse von Mediatoren des interzellulären Informationsaustausches stellen 
die Zytokine dar. Zytokine sind die zentralen Botenstoffe des Immunsystems. Zu ihnen zählen 
verschiedene Proteine oder Glycoproteine, die auf einen Stimulus hin exprimiert und 
sezerniert werden. Zytokine binden an spezifische Rezeptoren an der Zelloberfläche und 
beeinflussen durch die Induktion oder Repression der Expression bestimmter Gene das 
Wachstum, die Differenzierung oder die Aktivierung von Zellen. Zu den Charakteristika der 
Zytokine gehören die Pleiotropie sowie die Redundanz. Die Pleiotropie bezeichnet die 
Eigenschaft einzelner Zytokine, auf unterschiedliche Zellen einzuwirken und dabei 
verschiedene biologische Antworten hervorzurufen. Redundanz besagt hingegen, dass 
verschiedene Zytokine dieselben oder überlappende Wirkungsspektren aufweisen können. 
Ein wichtiger Unterschied zwischen den Zytokinen und den glandulären Hormonen, wie 
Schilddrüsen- und Steroidhormonen, liegt in der räumlichen Beziehung zwischen ihrem 
Enstehungs- und Wirkungsort. Zytokine können im Gegensatz zu den glandulären Hormonen, 
die nur von wenigen spezialisierten Zellen sezerniert werden, von einer Vielzahl 
unterschiedlicher Zelltypen in nahezu jedem Gewebe exprimiert werden. Glanduläre 
Hormone wirken vorwiegend endokrin, d.h. sie beeinflussen weit entfernte Zielzellen nach 
ihrer Verbreitung über das Blutgefäßsystem. Dies gilt auch für manche Zytokine, ihre 
Hauptwirkung entfalten sie jedoch para- bzw. autokrin, d.h. sie wirken auf benachbarte Zellen 
(parakrin) oder die Zytokin-erzeugende Zelle selbst (autokrin) ein. 
Die vielfältigen biologischen Aufgaben der Zytokine lassen sich in drei Hauptbereiche 
gliedern: 
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- Beteiligung an der unspezifischen Immunabwehr durch die Koordination von 
Entzündungs- und Akutphase-Reaktionen des Organismus; dies umfasst die 
Aktivierung phagozytierender Zellen, die Synthese von Akut-Phase-Plasmaproteinen 
und die differenzierte Permeabilisierung des Endothels. 
- Adaptive Immunantwort auf bakterielle oder virale Infektionen durch Steuerung der 
Aktivierung, Differenzierung und Proliferation von B- und T-Lymphozyten. 
- Kontrolle des Blutzellen bildenden (hämatopoetischen) Systems; dies umfasst die 
Regulation der Entwicklung und Reifung unterschiedlicher Blutzellen aus 
hämatopoetischen Stammzellen. 
Darüber hinaus übernehmen einige Zytokine Funktionen in der Steuerung weiterer 
fundamentaler biologischer Prozesse wie der Embryonalentwicklung und der Fertilität. 
Die Überschneidung der biologischen Funktionen der Zytokine erschwert ihre 
Klassifizierung. Demgegenüber erlaubt die Zytokinstruktur eine eindeutige Einteilung in vier 
Gruppen [1, 2]: 
- Zytokine, die eine antiparallele 4α-Helixbündel-Struktur besitzen [3]. Diese Gruppe 
ist umfangreicher als alle übrigen strukturellen Gruppen und wird noch in Zytokine 
mit langen bzw. kurzen α-Helices unterteilt. Lange α-Helices weisen z.B. die IL-6-
Typ Zytokine auf. Vertreter der Zytokine mit kurzen α-Helices sind Interleukin-2 (IL-
2) und Interferon-γ (IFN-γ). 
- Eine Grundstruktur aus antiparallelen β-Faltblättern besitzen die Mitglieder der 
zweiten strukturellen Gruppe. Der Tumor Necrosis Factor-α (TNF-α) und Interleukin-
1 (IL-1) sind Vertreter dieser Gruppe. 
- Zytokine, die aus mindestens zwei antiparallelen β-Faltblättern und einem C-
terminalen, α-helikalen Segment bestehen, bilden die dritte Gruppe. Zu ihr zählen z.B. 
der Epidermal Growth Factor (EGF). 
- In der letzten Gruppe werden alle Zytokine zusammengefasst, die eine Mosaik-
Struktur aufweisen, wie z.B. der Hepatocyte Growth Factor (HGF). 
Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit steht die Signaltransduktion der IL-6-Typ Zytokine, 
die zur erstgenannten strukturellen Gruppe der Zytokine mit vier antiparallelen α-Helices 
gehören und auch als hämatopoetische Zytokine bezeichnet werden. Hämatopoetische 
helikale Zytokine signalisieren über Rezeptoren der Klasse 1 [2], die im folgenden näher 
erläutert werden. 
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1.1.1 Die Klasse-I- oder hämatopoetischen Zytokinrezeptoren 
Klasse-I-Zytokinrezeptoren, die auch als Hämatopoetinrezeptoren bezeichnet werden, wurden 
aufgrund ihrer gemeinsamen strukturellen Merkmale definiert [3]. Sie gehören zu den Typ-1-
Transmembranproteinen [2]. Nur der Ciliary Neurotrophic Factor Receptor (CNTFR) bildet 
eine Ausnahme, denn er besitzt anstelle der Transmembranregion einen Glykosyl-
Phosphatidyl-Inositol-Anker [4]. In ihrem extrazellulären Bereich enthalten die Klasse-I-
Zytokinrezeptoren mindestens ein sogenanntes „Zytokin-Bindungs-Modul“ (ZBM) 
(Abbildung 1). Das ZBM besteht aus zwei Fibronektin-Typ-III-ähnlichen Domänen, von 
denen die N-terminale Domäne vier konservierte Cysteine und die C-terminale Domäne ein 
WSXWS-Motiv enthält. 
Abbildung 1: Das Zytokin-Bindungs-Modul (ZBM) 
nach Kishimoto et al. (1995) [5], weitere Erläuterungen im Text 
Für alle Klasse-I-Zytokinrezeptoren gilt, dass sie im Gegensatz zu den Rezeptor-
Tyrosinkinasen keine intrinsische Kinaseaktivität in der zytoplasmatischen Region besitzen. 
Mit ihrem membranproximalen zytoplasmatischen Teil sind die signalkompetenten Klasse-I-
Zytokinrezeptoren mit Tyrosinkinasen der Jak (Janus Kinase)-Familie assoziiert. 
Zytokine werden als IL-6-Typ-Zytokine bezeichnet, wenn an ihren Rezeptorkomplexen 
gp130 beteiligt ist. Die neben gp130 in diesen Komplexen enthaltenen Rezeptoren werden 
entsprechend IL-6-Typ-Zytokinrezeptoren genannt. Die IL-6-Typ-Zytokinrezeptoren sind 
neben den Growth Hormon (GH)-Rezeptoren, den Interleukin-3 (IL-3)-Rezeptoren und den 
Interleukin-2 (IL-2)-Rezeptoren eine Subfamilie der Klasse-I-Zytokinrezeptoren. Im 
folgenden Kapitel wird zuerst der namengebende Ligand der IL-6-Typ-Zytokinrezeptoren 
vorgestellt. Anschliessend werden die Rezeptoren dieser Gruppe und insbesondere ihre in 
dieser Arbeit untersuchten Vertreter näher charakterisiert. 
c
c
c
c
WSXWS
Fibronektin-Typ-III-
ähnliche Domänen
Zytokin-Bindungs-
Modul (ZBM)
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1.1.2 Das Interleukin-6 
Interleukin-6 (IL-6) besitzt eine Masse von 26 kDa und besteht aus 184 Aminosäuren [6]. Es 
ist ein pleiotropes Zytokin mit einer Vielfalt von biologischen Aktivitäten in der 
Immunregulation, der Hämatopoese, der Entzündung und der Onkogenese. Es wird bei 
Infektionen und Verletzungen von Monozyten und Makrophagen, von Kupffer-Zellen, 
Neutrophilen, Mastzellen, B-Zellen, T-Zellen, Endothelzellen, Fibroblasten, vaskulären 
glatten Muskelzellen, Osteoblasten und intestinalen Epithelzellen sezerniert. Dabei wirkt es 
sowohl pro- als auch anti-inflammatorisch. IL-6 spielt bei entzündlichen Erkrankungen (z.B. 
rheumatoide Arthritis, chronisch entzündliche Darmerkrankungen) sowie bei Autoimmun-
krankheiten (mesangiale proliferative Glomerulonephritis) und Krebserkrankungen (Multiples 
Myelom) eine wichtige Rolle. 
Die Tabelle 1 gibt einen Überblick über einige pleiotrope biologische Funktionen von IL-6. 
Tabelle 1: Ausgewählte pleiotrope biologische Funktionen von IL-6  
Wirkung auf B-Zellen - Immunglobulin (IgM, IgG und IgA)-Produktion 
Wirkung auf T-Zellen - Proliferation, -Differenzierung und -Aktivierung durch 
Induktion der IL-2- und IL-2Rα-Expression 
- Differenzierung zu zytotoxischen T-Zellen 
Wirkung auf hämato-
poetische Progenitorzellen 
- verstärkte Bildung multipotentieller hämatopoetischer 
Kolonien 
Wirkung auf 
Megakaryozyten 
- Reifung 
Wirkung auf Makrophagen - Reifung zu aktivierten Makrophagen (erhöhte Phagozytose, 
Expression von Fcγ-Rezeptoren, MHC-I und Adhäsions-
molekülen) 
- verminderte Ausschüttung von IL-1 und TNF durch 
Makrophagen 
- führt zusammen mit Akutphase-Proteinen (APP) zur 
Expression von IL-1-Rezeptor-Antagonist (IL-1ra) und 
löslichen TNF-Rezeptoren 
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Wirkung auf Hepatozyten - Synthese und Sekretion von Akutphase-Proteinen (APP) vom 
Typ2 und Synergismus mit IL-1 bei der Synthese und 
Sekretion von Typ1-APP 
(z.B. C-reaktives Protein, Serum Amyloid A, Serum Amyloid 
P, Komplementfaktoren, Koagulierungsfaktoren, Protease-
inhibitoren, metallbindende Proteine u.a.) 
Wirkung auf das 
Zentralnervensystem 
- Fieberauslösung durch die Induktion von Prostaglandin E2 
(PGE2) 
- neuronale Differenzierung 
- Induktion der adrenokortikotropen Hormonsynthese 
Wirkung auf den 
Knochenmetabolismus 
- Stimulation der Osteoklastenbildung 
→ Vermehrte Knochenresorption 
Wirkung auf Blutgefäße - Proliferation der glatten Gefäßmuskulatur durch Induktion 
der PDGF-Produktion 
- negativer ionotroper Effekt 
Wirkung auf die Plazenta - Sekretion von Choriongonadotropin durch Trophoblasten 
zusammengestellt nach Tilg et al. (1997), Akira et al. (1993) und Baumann et al. (1994) [7-9] 
1.1.3 Die Interleukin-6-Typ-Zytokinrezeptoren 
Der ubiquitär exprimierte Typ-1-Transmembranrezeptor gp130 [10] nimmt unter den in 
Abbildung 2 dargestellten IL-6-Typ-Zytokinrezeptoren eine besondere Stellung ein, da er als 
signalkompetente Untereinheit in den Rezeptorkomplexen der Zytokine IL-6, IL-11, LIF, 
OSM, Cardiotrophin-1 (CT-1), ciliary neurotrophic factor (CNTF), cardiotrophin-like 
cytokine
 (CLC), Neuropoetin (NP) und IL-27 enthalten ist [11-13]. Diese neun Zytokine 
werden deshalb auch als IL-6-Typ-Zytokine bezeichnet. 
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Rezeptorkomplexe der IL-6-Typ Zytokine 
Die Rezeptorketten gp130, LIFR, OSMR und WSX-1 bilden in den Komplexen unterschiedliche 
Kombinationen, an denen gp130 jedoch immer beteiligt ist. Die Rezeptorkomplexe von IL-6 und IL-11 
weisen zusätzlich einen Liganden-spezifischen, membranständigen α-Rezeptor auf. Der CNTF-
Rezeptor (CNTFRα) ist neben gp130 und dem LIF-Rezeptor (LIFR) ein Bestandteil der 
Rezeptorkomplexe von CNTF, CLC und NP. Für CT-1 wird ein spezifischer α-Rezeptor postuliert, der 
bisher nicht identifiziert werden konnte. 
Als erster Schritt der intrazellulären Signaltransduktionskaskade der IL-6-Typ-Zytokine 
(Abbildung 3) erfolgt nach der Bindung des Zytokins die Aktivierung und Phosphorylierung 
der Rezeptor-assoziierten Janus-Kinasen. Die Janus-Kinasen phosphorylieren daraufhin 
Tyrosinreste in der zytoplasmatischen Region der Zytokinrezeptoren, an die 
Transkriptionsfaktoren der STAT (signal transducer and activator of transcription)-Familie 
gebunden werden. Die STATs werden ebenfalls durch Janus-Kinasen phosphoryliert, bilden 
Homo- oder Heterodimere und translozieren in den Zellkern. Dort transaktivieren sie im 
Verbund mit anderen Faktoren Zytokin-responsive Zielgene. Ein signalkompetenter Rezeptor 
ist durch die Fähigkeit gekennzeichnet, an seiner zytoplasmatischen Domäne Janus-Kinasen 
zu binden und stimulationsabhängig STAT-Faktoren zu aktivieren. 
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Abbildung 3: Der Jak/STAT-Signaltransduktionsweg am Beispiel des IL-6 
Jak = Janus Kinase, weitere Erläuterungen siehe Text 
Bisher galt für hämatopoetische Rezeptorkomplexe die Vermutung, dass sie sich nach der 
Bindung des Liganden an den α-Rezeptor durch zufällige, diffusionsbedingte Kollision der 
übrigen benötigten Transmembranrezeptoren mit dem aktivierten α-Rezeptor bilden [14]. In 
den letzten Jahren wurde jedoch deutlich, dass diese Vorstellung in einigen Fällen im Sinne 
einer Präformierung der Rezeptoren verändert werden muss. Der lösliche Rezeptor des 
hämatopoetischen Zytokins Erythropoetin (EPO) kristallisiert ohne Ligand als Dimer [15] und 
für IL-2-Rezeptoren [16] wird eine Liganden-unabhängige Assoziation diskutiert. Auch 
innerhalb der Familie der IL-6-Typ-Zytokinrezeptoren gibt es Hinweise, die eine Liganden-
unabhängige Dimerisierung des α-Rezeptors von IL-6 (IL-6Rα) vermuten lassen [17]. In 
solchen Fällen der Prä-Dimerisierung oder Prä-Oligomerisierung von Rezeptoren muss davon 
ausgegangen werden, dass der Ligand nicht mehr aktiv zur Rezeptor-Dimerisierung beiträgt, 
sondern vielmehr die präformierten Komplexe stabilisiert und durch einen Konformations-
wechsel aktiviert. Wenn mindestens zwei Rezeptoren, wie im Fall des IL-6Rα beim 
hexameren IL-6-Rezeptorkomplex [18, 19], zu einem Komplex gehören, dann stellt die Prä-
Assoziation eine Vereinfachung der Komplexentstehung dar, weil der relativ langsame 
Prozess der diffusionsabhängigen Akkumulation der Bestandteile eines Rezeptorkomplexes 
am Liganden zumindest teilweise entfällt. Gp130 ist jedoch auch in den Rezeptorkomplexen  
von IL-6-Typ-Zytokinen als Heterodimer mit anderen Rezeptoren vertreten. Dieser gegen 
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eine Liganden-unabhängige Assoziation sprechende Umstand muss bei der Betrachtung der 
Hinweise auf eine Prä-Assoziation von gp130 berücksichtigt werden. 
1.1.4 Der signalkompetente Zytokinrezeptor gp130 
Gp 130 besitzt eine Masse von 130 kDa und besteht als reifes Protein aus 918 Aminosäuren. 
Der 597 Aminosäuren umfassende Extrazellulärteil besteht aus sechs Domänen (Abbildung 
4). Auf die N-terminale Immunglobulin-ähnliche Domäne (D1) folgen zwei Fibronektin-Typ 
III-ähnliche Domänen (D2, D3), die das ZBM bilden. Es zeichnet sich durch vier konservierte 
Cysteine in der D2 und ein WSXWS-Motiv in der D3 aus. Membranproximal schließen sich 
an die D3 die ebenfalls Fibronektin-Typ-III-ähnlichen Domänen D4, D5 und D6 an [10]. Eine 
auf kristallographischen Daten beruhende Struktur der drei membrandistalen Domänen (D1, 
D2, D3) von gp130 im Komplex mit humanem IL-6 und den IL-6-bindenden Domänen des 
IL-6Rα ist gelöst [19]. 
Gp130 besitzt 11 potentielle N-Glykosylierungsstellen, von denen 9 glykosyliert sind [20]. 
C-terminal folgt auf D6 die 22 überwiegend hydrophobe Aminosäuren umfassende 
Transmembranregion und der aus 277 Aminosäuren bestehende zytoplasmatische Teil 
(Abbildung 4). Es gibt bisher keine Erkenntnisse über Sekundärstrukturelemente oder die 
Tertiärstruktur des zytoplasmatischen Teils. Er enthält jedoch eine membranproximale 
konservierte box1/box2-Region [21] die für die Bindung von Janus-Kinasen benötigt wird. 
Diese Region besteht aus einem prolinreichen Motiv (box1), einem weniger konservierten, 
durch hydrophobe Aminosäuren gekennzeichneten Abschnitt sowie membrandistal einigen 
geladenen Aminosäuren (box2). Die box1 und der Abschnitt zwischen box1 und box2 sind 
unerlässlich für die Bindung von Janus-Kinasen an gp130 [21-23]. Nach der box1/box2-
Region folgen C-terminal noch sechs Tyrosinreste, die einer Phosphorylierung prinzipiell 
zugänglich sind, zehn Motive für eine potentielle Serin/Threonin-Phosphorylierung über die 
Proteinkinase C bzw. Kaseinkinase II und ein Dileuzin-Motiv für die Liganden-unabhängige 
Rezeptorinternalisierung [24] (Abbildung 4). 
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Abbildung 4: Schematische Darstellung von gp130 
schmale schwarze Linien im zytoplasmatischen Teil deuten Tyrosinreste an, die breite schwarze Linie 
symbolisiert das Internalisierungsmotiv, weitere Erläuterungen siehe Text 
Gp130 assoziiert mit Jak1, Jak2 oder Tyk 2, aber nicht mit Jak3 [25, 26]. Von den genannten 
Kinasen ist Jak1 für die gp130-Signaltransduktion am wichtigsten [27]. 
1.1.5 Der IL-6-Rezeptorkomplex 
Der aktivierte Rezeptorkomplex des IL-6 besteht aus IL-6, dem nicht signalkompetenten 
Zytokinrezeptor IL-6Rα sowie dem signalkompetenten Zytokinrezeptor gp130 (Abbildung 
5B). IL-6 besitzt drei konservierte Bindungsepitope von denen das Epitop I bei der 
Ausbildung des aktivierten Rezeptorkomplexes zuerst mit dem ZBM des IL-6Rα interagiert. 
Durch diese Verbindung ist das Bindungsepitop II, ein Komposit-Epitop des binären 
Komplexes aus IL-6 und IL-6Rα, voll ausgebildet. Die Reihenfolge der nächsten Schritte ist 
noch nicht abschließend geklärt. 
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Pflanz et al. geht von einer Bindung des IL-6-Bindungsepitops III an die immunglobulin-
ähnliche Domäne D1 von gp130 aus, bevor ein zweites gp130-Molekül mit der Bindung 
seines ZBM an das Bindungsepitop II des IL-6 einen tetrameren Komplex herbeiführt [28]. 
Nach der Auffassung von Boulanger et al. assoziiert das Bindungsepitop II von IL-6 zuerst 
mit dem ZBM eines gp130 (Abbildung 5A) bevor die Assoziation des Epitops III von IL-6 an 
die D1 vom gp130 eines zweiten trimeren Komplexes zur Entstehung des hexameren 
Rezeptorkomplexes führt [19] (Abbildung 5B). 
Abbildung 5: Der hexamere IL-6-Rezeptorkomplex 
Schematische Darstellung nach Boulanger et al. (2003) [19], die nummerierten Sterne markieren die 
Bindungsepitope des IL-6, weitere Erläuterungen siehe Text 
In beiden Fällen handelt es sich um einen dreistufigen Prozess, in dem von einer schrittweisen 
Ausbildung der Verbindungen ausgegangen wird. Jeder Schritt hängt dabei von der 
diffusionsbedingten Ansammlung der benötigten Komponenten ab. 
Bereits vor dem Eintreffen des Liganden in der Plasmamembran existierende Homodimere 
aus gp130 oder Heterodimere aus gp130 und dem IL-6Rα würden die Entstehung des 
Rezeptorkomplexes entscheidend vereinfachen und verkürzen, da nicht mehr jeder Schritt der 
Komplexbildung vom Zusammentreffen der Komponenten durch Diffusion abhinge. Wie in 
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Kapitel 1.1.3 erwähnt, wird für den IL-6Rα bereits eine Prädimerisierung diskutiert, über Di- 
bzw. Oligomere des gp130 oder IL-6Rα/gp130-Heteromere ist bisher allerdings noch nichts 
bekannt. 
1.1.6 Der LIF-Rezeptor 
Der in den Rezeptorkomplexen der IL-6-Typ-Zytokine LIF, CT-1, CNTF, CLC, NP und OSM 
vertretene LIF-Rezeptor besitzt eine Masse von 190 kDa und besteht aus 1053 Aminosäuren. 
Davon entfallen 789 Aminosäuren auf den Extrazellulärteil, 26 auf die Transmembranregion 
und 238 auf den zytoplasmatischen Teil des Rezeptors [29] (Abbildung 6). Die zwei N-
terminalen extrazellulären Domänen D1 und D2 bilden ein ZBM (vgl. Abbildung 1, Seite 3). 
Die dritte Domäne ist eine Ig-ähnliche Domäne. D4 und D5 bilden wiederum ein ZBM, in 
dessen N-terminaler Domäne D4 aber nur eine Cysteinbrücke vorhanden ist. An dieses zweite 
ZBM schliessen sich membranproximal drei Fibronektin-Typ-III-ähnliche Domänen (D6-D8) 
an. Im Extrazellulärteil sind 19 potentielle N-Glykosilierungsstellen identifiziert. Der 
zytoplasmatische Teil des LIFR verfügt über ein box1, ein box2 und ein box3-Motiv [30], 
sowie über ein membrandistal gelegenes Leuzin/Isoleuzin-Internalisierungsmotiv zur 
Liganden-unabhängigen Rezeptorinternalisierung [31] (Abbildung 6). 
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Abbildung 6: Schematische Darstellung des LIF-Rezeptors 
schmale schwarze Linien im zytoplasmatischen Teil deuten Tyrosinreste an, die breite schwarze Linie 
symbolisiert das Internalisierungsmotiv, weitere Erläuterungen siehe Text 
Im membranproximalen Bereich des Rezeptors konnte auch die Assoziation der Janus-
Kinasen Jak1, Jak2 und Tyk2 nachgewiesen werden [25, 26]. Das Tyrosin 974 dient als 
Bindungsstelle für die Protein-Tyrosin-Phosphatase SHP2, welche abschwächend auf die 
Signaltransduktion des LIFR einwirkt [32]. Die drei membrandistalen Tyrosine des 
zytoplasmatischen Teils fungieren als STAT-Bindungsstellen und ermöglichen dem LIFR 
auch in Abwesenheit von gp130 zu signalisieren [33, 34]. 
1.1.7 Der LIF-Rezeptorkomplex 
LIF besitzt kein Bindungsepitop für einen α-Rezeptor, wie es beim IL-6 als Epitop I zu finden 
ist. Die beiden Bindungsepitope des LIF werden in Analogie zum IL-6 als Epitope II und III 
bezeichnet. Mit dem Bindungsepitop II bindet LIF an das ZBM von gp130 [35-37]. Das 
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Epitop III von LIF bindet an die Ig-ähnliche Domäne D3 des LIFR [37-39] (Abbildung 7). 
Die Kritallstruktur des Komplexes aus LIF und gp130 ohne die Beteiligung des LIFR ist 
bestimmt worden [37]. 
Abbildung 7: Der heterotrimere LIF-Rezeptorkomplex 
schematische Darstellung nach Timmermann et al. (2002) [40] und Boulanger et al. (2003) [37], die 
nummerierten Sterne markieren die Bindungsepitope des LIF, weitere Erläuterungen siehe Text 
Die Reihenfolge der Entstehung des heterotrimeren, signalkompetenten Komplexes aus LIF, 
LIFR und gp130 (Abbildung 7) ist beliebig, weil die Bindungsereignisse keinen 
begünstigenden Einfluss aufeinander ausüben. D. h. die Bindung des LIF an den LIFR erhöht 
nicht die Affinität der Bindung von LIF an gp130 und umgekehrt [37]. Die Ergebnisse 
biochemischer Untersuchungen der LIF-Rezeptorkomplexentstehung deuten darauf hin, dass 
gp130 und der LIFR erst nach dem Eintreffen des LIF Heterodimere bilden und ihre 
membranproximalen extrazellulären Domänen dabei assoziieren [40]. 
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1.1.8 Janus-Kinasen 
Janus-Kinasen spielen eine entscheidende Rolle in der Signaltransduktion der Zytokine, denn 
sie gehören zu den ersten Proteinen der intrazellulären Signaltransduktionskaskade, die auf 
die Aktivierung des Rezeptorkomplexes reagieren und die Weiterleitung des Liganden-
induzierten Signals innerhalb der Zelle einleiten [41]. Während von den vier Mitgliedern der 
Familie der Janus-Tyrosinkinasen (Jaks) Jak1, Jak2 und Tyk2 in vielen Geweben exprimiert 
werden, wird Jak3 nur von Zellen des hämatopoetischen Systems produziert [42-45]. Alle 
Jaks sind aber in die Zytokin-Signaltransduktion involviert. Aufgrund von Sequenz-
homologien werden die Jaks in sieben Jak-Homologiebereiche unterteilt (JH1-7) (Abbildung 
8). 
Abbildung 8: Die Struktur der Janus-Kinasen 
(weitere Erläuterungen im Text) 
Die C-terminale JH1-Domäne ist eine klassische Kinase-Domäne. Kinase-inaktive Jaks 
konnten durch den gezielten Austausch essentieller Aminosäuren in der JH1-Domäne erzeugt 
werden [46, 47]. Die benachbarte Pseudokinasedomäne JH2 besitzt nach bisherigen 
Erkenntnissen selbst keine katalytische Aktivität. Für sie werden sowohl positiv- als auch 
negativ-regulatorische Funktionen diskutiert [48, 49]. N-terminal von der Pseudokinase-
domäne schließt sich in Teilen der Homologiebereiche JH3 und JH4 eine vermeintliche SH2-
Domäne an, der aber noch keine Funktion zugewiesen werden konnte [50]. Die konservierten 
Bereiche JH4-JH7 bilden eine FERM-Domäne (four-point-one, ezrin, radixin, moesin) [51], 
die für die Assoziation mit den membranproximalen Regionen von Zytokinrezeptoren von 
Bedeutung ist [52-54]. 
Die initiale Aktivierung der Jaks wird nach Rezeptoraktivierung durch das Lösen 
inhibitorischer Wechselwirkungen innerhalb der Jaks eingeleitet. Man geht von der 
Vorstellung aus, dass die Kinasen sich dabei durch eine Transphosphorylierung selbst 
aktivieren. Danach phosphorylieren sie Tyrosinreste im zytoplasmatischen Teil des 
Zytokinrezeptors. Diese phosphorylierten Tyrosinreste dienen als Bindungsstellen für 
Pseudokinasedomäne
FERM-Domäne 
N-terminale Hälfte Kinasedomäne
JH7 JH6 JH5 JH4 JH3 JH2 JH1
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Signalproteine, die über eine Src-homologie-2-(SH2)-Domäne verfügen, wie z.B. STATs. 
Aktivierte Jaks werden sowohl durch SOCS (suppressors of cytokine signaling)-Proteine [55-
57], als auch durch Phosphatasen [58], das Adaptorprotein SH2Bβ [59] und die protein kinase 
C-δ (PKC-δ) [60] in ihrer Aktivität reguliert. 
Über die Natur der Wechselwirkung zwischen den Zytokinrezeptoren und den Jaks ist bisher 
lediglich bekannt, dass die Kinasen konstitutiv mit den Rezeptoren assoziiert sind. D. h. sie 
sind im unstimulierten ebenso wie im stimulierten Zustand mit dem zytoplasmatischen Teil 
der Zytokinrezeptoren verbunden. Ob aber die Kinasen mit den Rezeptoren - in Analogie zu 
Rezeptor-Tyrosinkinasen - dauerhaft assoziiert sind, oder ob sie zwischen den Zytokin-
rezeptoren austauschen, ist nicht bekannt. 
1.2 Die Mikroskopie als Mittel zur Analyse der Signaltransduktion in 
einzelnen Zellen 
Um Antworten auf die Frage zu finden, in welchen zellulären Kompartimenten sich 
bestimmte Proteine befinden, können Zellen durch physikalische oder chemische Einwirkung 
aufgeschlossen und ihre Fragmente in Zentrifugationsschritten separiert werden. Die saubere 
Auftrennung der Zellbestandteile erfordert allerdings eine aufwendige Aufreinigung, mit der 
es auch bei größter Sorgfalt nicht immer gelingt, völlig reine Fraktionen zu gewinnen. Zur 
Klärung der Frage nach dem Interaktionspartner eines Proteins wird häufig auf die Ko-
Immunpräzipitation zurückgegriffen. Sie ermöglicht die Analyse fester Assoziationen 
zwischen zellulären Proteinen. Auch bei dieser Methode ist ein Aufschluss der Zellen 
unumgänglich. Alle Aufschlussmethoden beeinträchtigen mehr oder weniger die in intakten 
Zellen noch vorhandenen schwachen Wechselwirkungen zwischen Proteinen und oft auch 
deren ursprüngliche Lokalisation. Gerade bei der Untersuchung möglicher 
stimulationsunabhängiger Assoziationen zwischen Bestandteilen eines Signaltransduktions-
wegs ist aber eine schonende Untersuchung von Nöten, da nicht immer von Liganden-
induzierten festen Assoziationen ausgegangen werden kann. 
Die geringste Zellschädigung geht von der einfachen Lichtmikroskopie aus. Lebende oder 
fixierte Zellen können dabei ohne aufwendige Vorbereitung untersucht werden. Mit der 
Fluoreszenzmikroskopie können bestimmte Moleküle in biologischen Präparaten nach der 
Kopplung mit einem fluoreszierenden Farbstoff sichbar gemacht werden. Die Verwendung 
einer konfokalen Optik in Verbindung mit der Fluoreszenzmikroskopie erlaubt zudem, die 
Verteilung der Fluoreszenzsignale in optischen Schnitten zu untersuchen. Die Vorteile der 
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konfokalen Mikroskopie im Vergleich zur konventionellen Lichtmikroskopie sowie geeignete 
Fluorophore werden in den Kapiteln 1.2.1 und 1.2.2 näher erläutert. 
1.2.1 Vorteile konfokaler Mikroskopie 
Im klassischen Lichtmikroskop erfolgt die Vergößerung in zwei Schritten. Zunächst erzeugt 
das Objektiv ein vergrößertes Bild des Objekts in der Zwischenbildebene. Dieses 
Zwischenbild wird dann vom Okular nachträglich vergrößert. Im entstehenden Bild ist die 
Objektinformation aus der Fokusebene aber von unscharfen Objektinformationen außerhalb 
der Fokusebene überlagert, wenn die Dicke des Präparates die axiale Auflösung des 
verwendeten Objektivs übertrifft. Die axiale Auflösung wird auch als wellenoptische 
Tiefenschärfe bezeichnet. 
Auflösung Axial = n*λem/NA² 
Dabei ist n der Brechungsindex des Mediums zwischen Objektiv und Objekt, λem die 
Emissionswellenlänge und NA die Numerische Apertur des Objektivs. Die Numerische 
Apertur des Objektivs ergibt sich aus dem Produkt des Sinus des halben Öffnungswinkels des 
verwendeten Objektivs und dem Brechungsindex des Mediums zwischen Objektiv und 
Objekt. 
NA = sinα*n 
Sie beschreibt die Größe des Raumwinkels, in dem das Objektiv Licht „einsammelt“. Wird 
ein Objektiv mit NA = 1,2, Wasser als Immersionsmedium (n = 1,33) und eine relativ 
gebräuchliche Emissionswellenlänge von 500 nm verwendet, so beträgt die axiale Auflösung 
ca. 462 nm. In diesem Fall können nur Präparate scharf abgebildet werden, deren axiale 
Ausdehnung die wellenoptische Tiefenschärfe von 462 nm nicht überschreitet. Die meisten 
biologischen Objekte, wie z.B. Zellen und Gewebeschnitte, überschreiten diesen Wert jedoch 
beträchtlich und werden somit unscharf abgebildet. 
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Abbildung 9: Die Auswirkung der konfokalen Lochblende auf die fluoreszenzmikroskopische 
Abbildung 
Dargestellt sind die Aufnahmen einer COS7-Zelle, deren Aktinskelett mit einem Fluoreszenzfarbstoff 
markiert wurde. In Bild A ist eine fluoreszenzmikroskopische, nicht-konfokale Aufnahme abgebildet. 
Die Bilder B und C wurden hingegen konfokal aufgenommen, wobei in B die konfokale Blende noch 
vollständig geöffnet ist und eine Schichtdicke von 7,5 µm bedingt. In C ergab der sehr geringe 
Blendendurchmesser eine Schichtdicke von nur 0,7µm. 
Zur Vermeidung dieses Problems wurde eine Lochblende (Pinhole) in den Strahlengang 
eingeführt (vgl. Abbildung 10, Seite 18). Die Lochblende ist in einer zur Zwischenbildebene 
und damit ebenfalls zur Objektebene des Mikroskops konjugierten Ebene angeordnet, 
weshalb sie auch als konfokale Blende bezeichnet wird. Der Durchmesser der Lochblende 
bestimmt, in welchem Maß Licht von Objektpunkten außerhalb der Fokusebene 
ausgeschlossen wird. Dadurch wirkt der konfokale Strahlengang inhärent 
tiefendiskriminierend und ermöglicht die Definition einer optischen Schnittdicke der 
Abbildung. Dementsprechend führt eine vollständig geöffnete Lochblende zu einer nicht-
konfokalen Abbildung. Neben der tiefendiskriminierenden Wirkung unterdrückt die 
konfokale Blende aber auch Streulicht und steigert damit den Kontrast der Abbildung. Die 
Auswirkungen der konfokalen Blende sind in Abbildung 9 dargestellt, in der eine einfache 
fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einer konfokalen Aufnahmen mit weit geöffneter 
Lochblende und einer konfokalen Aufnahme mit sehr kleiner Lochblende gegenübergestellt 
wird. 
Die in der vorliegenden Arbeit dargestellten Ergebnisse wurden mit Hilfe eines konfokalen 
Mikroskops erzielt. Es gehört zur Gruppe der konfokalen Laser-Scanning Mikroskope 
(konfokales LSM), weil es als Lichtquelle einen Laser verwendet. Im Unterschied zum 
konventionellen Mikroskop, bei dem die Transformation vom Objekt zum Bild für alle 
Objektpunkte gleichzeitig erfolgt, wird die Probe in einem konfokalen LSM punktweise 
A B C
20 µm
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bestrahlt. Die über den konfokalen Strahlengang erhaltene Objektinformation wird 
dementsprechend punktweise gemessen. In Abbildung 10 ist der Strahlengang eines 
konfokalen LSM dargestellt. Der Strahl der Laserlichtquelle wird aufgeweitet und über einen 
Farbteiler und das Objektiv in die Probe fokussiert. Das Licht aus der Probe - wenn 
Fluoreszenzfarbstoffe (Fluorophore) vorliegen, handelt es sich um Fluoreszenzstrahlung - 
wird durch das Objektiv gesammelt und über den Farbteiler zum Detektor weitergeleitet. Vor 
dem Detektor sorgt im Falle von Fluoreszenzstrahlung ein Emissionsfilter für die Selektion 
eines bestimmten Wellenlängenbereiches, in dem die Fluoreszenzstrahlung erwartet wird. 
Durch den Emissionsfilter wird aber auch restliches Laserlicht aus dem 
Anregungsstrahlengang, das nicht vom Farbteiler zurückgehalten worden ist, eliminiert. Vor 
dem Detektor und dem Emissionsfilter ist die konfokale Blende angeordnet. Licht aus Ebenen 
über oder unter der Fokusebene trifft defokussiert auf die Blende (in Abbildung 10 als graue 
Linien dargestellt) und trägt nicht zur Bildentstehung bei. 
Abbildung 10: Der Strahlengang eines konfokalen LSM mit inverser Objektivlage 
Die konfokale Blende ermöglicht die Selektion der Brennpunktstrahlen (schwarze Linien) einer 
definierten Fokusebene in der Probe. Licht aus anderen Brennebenen (graue Linien) kann die 
konfokale Blende nicht passieren und ist von der Bilderzeugung ausgeschlossen.
Detektionsvolumen
Fokusebene
Deckglas der Probe
Hintergrund
Mikroskopobjektiv
Farbteiler
Laser
Strahlaufweitung
konfokale Blende
Emissionsfilter
Detektor
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Durch den inversen Aufbau wird das Objektiv von unten an die Probe herangeführt. Diese Anordnung 
ermöglicht einen sehr geringen Abstand des Objektivs bei der Untersuchung lebender Zellen, die mit 
Medium überdeckt am transparenten Boden von Kulturschalen angewachsen sind. Von oben könnte 
das Objektiv nur bis über die Flüssigkeitsoberfläche abgesenkt werden, der verbleibende Abstand 
würde die Betrachtung der Zellen erheblich behindern. 
Unter Annahme der optischen Bedingungen des auf Seite 16 genannten Beispiels wird durch 
die Einführung einer konfokalen Blende eine maximale radiale Auflösung von ca. 154 nm 
erreicht. Ohne die Lochblende könnten zwei Punkte nur ab einem Abstand von ca. 216 nm 
getrennt wahrgenommen werden, hinzu käme eine erhebliche Unschärfe der Abbildung, die in 
der fehlenden Streulichtunterdrückung durch die konfokale Blende begründet ist. 
Der mit Hilfe einer konfokalen Blende erzielte Auflösungs- und Kontrastgewinn ermöglicht 
die Zuordnung von Fluoreszenzsignalen zu Zellkompartimenten und die Bestimmung des 
Kolokalisationsgrades unterschiedlich markierter Proteine. Da aufgrund der konfokalen 
Blende auch die optische Schichtdicke der Abbildung definiert ist, kann eine Vielzahl 
optischer Schnitte aus verschiedenen Präparateebenen aufgenommen werden. Der so 
gewonnene dreidimensionale Datensatz erlaubt schließlich die Rekonstruktion der räumlichen 
Struktur des untersuchten Objektes. 
Bei der Untersuchung lebender Proben spielt die Verfolgung dynamischer Veränderungen 
eine große Rolle. Die Aufnahme zeitaufgelöster konfokaler Bildfolgen bzw. ganzer 
dreidimensionaler Datensätze eröffnet dabei vielfältige Beobachtungsmöglichkeiten. Darüber 
hinaus geben Techniken wie der Nachweis des Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer 
(FRET), auch als Förster-Transfer bekannt, und die Bimolekulare Fluoreszenz-
komplementierung (bimolecular fluorescence complementation-BiFC) Aufschluss über die 
Wechselwirkung von Molekülen. Mit Hilfe dieser Techniken  kann die Auflösungsgrenze 
eines konfokalen Mikroskops weit unterschritten werden kann. FRET bezeichnet den 
strahlungslosen Energietransfer eines angeregten Donorfluorophors auf einen 
Akzeptorfluorophor, welcher die erhaltene Energie in Form von Fluoreszenz abgibt. FRET 
kann entstehen, wenn die verwendeten Fluorophore eine geringe Distanz besitzen und das 
Emissionsspektrum des Donors mit dem Anregungsspektrum des Akzeptors überlappt. Unter 
Verwendung der gebräuchlichen Fluoreszenzfarbstoffe, wie z.B. den Derivaten des Grün 
Fluoreszierenden Proteins (GFP) (siehe 1.2.2), erlaubt FRET die Detektion von 
Molekülannäherungen im Bereich von 0-10 nm. Bei der BiFC wird die Eigenschaft 
bestimmter GFP-Fragmente genutzt, bei relativ langfristiger Zusammenlagerung (t1/2 ≈ 1 min 
[61]) einen fluoreszenzfähigen Komplex auszubilden. Werden die GFP-Fragmente als 
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Fusionsproteine exprimiert, so gibt die BiFC Aufschluss über die Interaktionsdauer und 
Lokalisation der mit den GFP-Fragmenten verbundenen Proteine. Auch die Bestimmung der 
Diffusionsgeschwindigkeit von Molekülen oder deren Vergleich lässt Aussagen über ihre 
Interaktionen bzw. Zuordnung zu bestimmten Kompartimenten in der Zelle zu. Durch die 
Aufnahme der diffusionsbedingten Fluoreszenzwiederkehr nach dem Ausbleichen eines 
bestimmten Areals in lebenden Zellen mit Hilfe der fluorescence recovery after 
photobleaching (FRAP)-Methode kann die Diffusionsgeschwindigkeit fluoreszierender 
Moleküle am konfokalen Mikroskop bestimmt bzw. verglichen werden. 
Diese Techniken eröffnen der konfokalen Mikroskopie Anwendungsbereiche, die weit über 
die reine Bildanalyse hinausgehen. Die Vorteile konfokaler Mikroskopie liegen somit neben 
der definierten Schichtdicke der Abbildungen und der höheren radialen Auflösung auch in 
den indirekten Messmethoden der Assoziation und Bewegung von Molekülen in lebenden 
Zellen, deren Durchführung mit einem konfokalen LSM am effektivsten gelingt. 
1.2.2 Das grün fluoreszierende Protein (GFP) 
Das grün fluoreszierende Protein (GFP) stammt aus der Qualle Aequorea Victoria. In der 
Qualle verschiebt es durch Biolumineszenz entstandenes blaues Licht in den grünen 
Wellenlängenbereich. GFP liegt dabei im Komplex mit dem biolumineszierenden Protein 
Aequorin vor. FRET zwischen beiden Proteinen führt zu einer Energieübertragung vom 
Aequorin auf GFP. 
Das GFP-Molekül besitzt eine auch als  β-barrel bezeichnete Struktur, in der 11 β-Faltblätter 
zylinderförmig angeordnet sind (Abbildung 11). 
Abbildung 11: Die Struktur von GFP 
nach Tsien (1998) [62] 
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Im Innern des Zylinders befindet sich eine α-Helix, die den Fluorophor im Zentrum des 
Zylinders hält. Oben und unten ist der Zylinder durch weitere Strukturelemente geschlossen. 
Diese dichte Abschirmung verhindert das Eindringen kleiner Moleküle und schützt damit den 
Fluorophor. Die fluorogene Gruppe ist ein p-Hydroxybenzylidenimidazolinon. Sie bildet sich 
autokatalytisch aus den drei benachbarten Aminosäuren der Positionen 65-67 (Abbildung 12). 
Nachdem das Protein seine annähernd endgültige native Form angenommen hat, wird durch 
den nukleophilen Angriff des Amids von Glycin 67 auf die Carbonylgruppe der Aminosäure 
Serin an Position 65, dem eine Dehydrierung folgt, ein Imidazolinon gebildet. Anschließend 
wird die Alpha-Beta-Bindung an Position 66 durch molekularen Sauerstoff dehydrogeniert 
und die aromatische Gruppe mit dem Imidazolinon konjugiert. Dadurch erhält der Fluorophor 
seine sichtbare Fluoreszenz. 
Abbildung 12: Die Ausbildung der fluorogenen Gruppe des GFP 
nach Tsien (1998) [62] 
Seit der Klonierung des GFP-Gens durch Prasher et al. im Jahre 1992 [63] fand die 
Anwendung des GFP als fluoreszierende Markierung für Proteine, mit denen es als genetisch 
kodiertes Fusionsprotein verbunden ist, schnell große Verbreitung. Durch den Austausch 
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bestimmter Aminosäuren wurden diverse Varianten erzeugt. Diese GFP-Varianten weisen 
entweder eine verbesserte Photostabilität und Quantenausbeute auf, oder besitzen als 
spektrale Varianten verschobene Anregungs- und Emissionsspektren. Die in der vorliegenden 
Arbeit verwendeten Varianten des GFP und einige ihrer biophysikalischen Eigenschaften sind 
in Tabelle 2 zusammengefasst [62]. 
Tabelle 2: Ausgewählte Eigenschaften von GFP und in der Dissertationsschrift verwendeter 
GFP-Varianten 
Name Mutationen gegenüber GFP 
Maximum des 
Anregungs-
spektrums 
in nm 
Maximum des 
Emissionsspektrums 
in nm 
GFP  395-397, 470-475 504 
CFP 
(auch als enhanced CFP 
[eCFP] bezeichnet) 
F64L, S65T, Y66W, 
N146I, M153T, 
V163A 
434, 452 476, 505 
YFP 
(auch als enhanced YFP 
[eYFP] bezeichnet) 
S65G, V68L, S72A, 
T203Y 
514 527 
zusammengestellt nach Tsien (1998) [62] 
1.3 Zielsetzung der Arbeit 
Ein effizientes System der zellulären Signalübertragung erfordert die schnelle Assoziation der 
beteiligten Moleküle. Dies wirft die Frage auf, ob bestimmte Teile der 
Signaltransduktionskaskade bereits vor dem Eintreffen eines signalauslösenden Liganden mit 
ihren zukünftigen Interaktionspartnern präformiert existieren. In der vorliegenden Arbeit 
sollte dieser Fragestellung an Rezeptorkomplexen der IL-6-Typ-Zytokine nachgegangen 
werden. Als Untersuchungsinstrument wurde das konfokale Mikroskop gewählt, da es die 
Untersuchung intakter Zellen mit hoher Auflösung ermöglicht und auch den Nachweis 
schwacher Wechselwirkungen zwischen den Proteinen zuläßt. 
Zuerst sollte die Beziehung von Zytokinrezeptoren und Jaks untersucht werden. Es war zwar 
bekannt, dass Zytokinrezeptoren und Jaks stimulationsunabhängig miteinander über nicht-
kovalente Wechselwirkungen assoziiert sind [25, 26], die Stärke und Dynamik dieser 
Interaktion wurde aber noch nicht eingehend charakterisiert. Aufgrund ihrer Beteiligung in 
allen Rezeptorkomplexen der IL-6-Typ-Zytokine wurden für die Untersuchungen gp130 und 
Jak1 ausgewählt. Als Fusionsproteine mit der gelben (YFP) und der cyanfarbenen (CFP) 
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Variante des grün fluoreszierenden Proteins (GFP) sollten sie in den Studien am konfokalen 
Fluoreszenzmikroskop eingesetzt werden. 
Der zweite Schwerpunkt der geplanten Untersuchungen lag in der Analyse und dem 
Vergleich des Assoziationszustandes der Rezeptoren des IL-6 und des LIF-
Rezeptorkomplexes vor und nach der Stimulation. Für eine Reihe von Rezeptoren, darunter 
auch Zytokinrezeptoren, [15-17, 64-68] wurde eine Prädimerisierung bzw. Präoligo-
merisierung diskutiert. Im Fall des gp130 ergeben sich aus dem Vorstellungsmodell einer 
festen Präassoziation aber Probleme, da gp130 nicht nur als Homodimer im IL-6-
Rezeptorkomplex vorliegt, sondern auch mit anderen Rezeptoren, wie dem LIFR interagiert. 
Zur Klärung der stimulationsunabhängigen Aggregationszustände der Bestandteile des IL-6 
und des LIF-Rezeptorkomplexes sollten Fusionsproteine mit Varianten des GFP für die 
Analyse am konfokalen Mikroskop eingesetzt werden. Die parallele Analyse des LIF-
Rezeptorkomplexes, von dem angenommen wird, dass er aus monomeren Rezeptoren entsteht 
[40], bietet sich als Vergleichssystem zum IL-6-Rezeptorkomplex an. An erster Stelle stünde 
bezüglich des IL-6-Rezeptorkomplexes die Beantwortung der Frage, ob IL-6 bei der Bindung 
an gp130 auf präformierte Dimere des gp130 angewiesen ist. 
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2 Materialien und Methoden 
2.1 Chemikalien, Enzyme und Lösungen  
Die verwendeten Chemikalien waren in der Regel von pro analysi Qualität. Soweit im Text 
nicht anders angegeben, wurden Enzyme der Firmen Roche Diagnostics GmbH (Mannheim) 
und New England Biolabs (USA) verwendet. 
Alle wässrigen Lösungen wurden mit doppelt destilliertem Wasser hergestellt. 
2.2 Zytokine und lösliche Rezeptoren 
IL-6 Rekombinantes humanes IL-6 wurde nach der Methode von 
Arcone et al. [69] hergestellt und freundlicherweise von A. Küster, 
B. Scherag und B. Mütze (Institut für Biochemie, RWTH Aachen) 
zur Verfügung gestellt. Die spezifische Aktivität betrug 2 x 106 
BSF2 (B-cell stimulatory factor 2) U/mg. 
LIF Rekombinantes humanes LIF wurde von Calbiochem, EMD 
(USA)  bezogen. 
sIL6-R Die lösliche Form des IL-6R wurde rekombinant mit dem 
Baculovirus-Expressionssystem hergestellt [70] und freundlicher-
weise von A. Küster, W. Frisch und B. Mütze (Institut für 
Biochemie, RWTH Aachen) zur Verfügung gestellt. 
2.3 Antikörper 
R-Phycoerythrin-
konjugierter anti-Maus-IgG 
Antikörper 
Ziege-anti-Maus-IgG, (Fab´)2-Fragmente, R-Phycoerythrin-
konjugiert (Dianova, Hamburg) 
 
BT2 monoklonaler Antikörper gegen die erste Domäne von 
humanem gp130 [71] 
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B-P8 monoklonaler synergistischer Antikörper gegen das ZBM von 
humanem gp130 [71] 
 
B-S12/G7 monoklonaler agonistischer Antikörper gegen das ZBM von 
humanem gp130 [71, 72] 
 
B-P4 monoklonaler Antikörper gegen die vierte Domäne von 
humanem gp130 [71] 
 
Die Antikörper BT2, B-P8, B-S12/G7 und B-P4 wurden freundlicherweise von Dr. J. 
Wijdenes (Diaclone, Besançon, Frankreich) zur Verfügung gestellt. 
2.4 DNS 
2.4.1 Plasmide 
pSVL∆EcoRI eukaryotischer Expressionsvektor, enthält den Promotor des 
SV40-Virus, AmpR (Pharmacia, Freiburg), Schnittstelle für 
EcoRI entfernt 
 
pSVL∆EcoRIgp130-CFP enthält cDNS für Fusionsprotein aus humanem gp130 und 
CFP (CFP am C-Terminus von gp130); Plasmid wurde 
freundlicherweise von A. Küster (Institut für Biochemie, 
RWTH Aachen) zur Verfügung gestellt 
 
pSVL∆EcoRIgp130-YFP enthält cDNS für Fusionsprotein aus humanem gp130 und 
YFP (YFP am C-Terminus von gp130); Plasmid wurde 
freundlicherweise von A. Küster (Institut für Biochemie, 
RWTH Aachen) zur Verfügung gestellt 
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pSVL∆EcoRIgp130/id-CFP enthält cDNS für verkürztes Fusionsprotein aus humanem 
gp130 und CFP, in welchem Val1 von CFP direkt auf Pro668 
von gp130 folgt; Plasmid wurde freundlicherweise von A. 
Küster (Institut für Biochemie, RWTH Aachen) zur 
Verfügung gestellt 
 
pSVL∆EcoRIgp130/id-YFP enthält cDNS für verkürztes Fusionsprotein aus humanem 
gp130 und YFP, in welchem Val1 von YFP direkt auf Pro668 
von gp130 folgt; Plasmid wurde freundlicherweise von S. 
Pflanz (Institut für Biochemie, RWTH Aachen) zur 
Verfügung gestellt 
 
pSVL∆EcoRIgp130/∆D1id-
CFP 
enthält cDNS für verkürztes Fusionsprotein aus humanem 
gp130 und CFP, in welchem Val1 von CFP direkt auf Pro668 
von gp130 folgt; gp130 fehlt die erste Extrazellulärdomäne 
und beginnt erst bei Ala 96 
 
pSVL∆EcoRIgp130/∆D2,3id-
CFP 
enthält cDNS für verkürztes Fusionsprotein aus humanem 
gp130 und CFP, in welchem Val1 von CFP direkt auf Pro668 
von gp130 folgt; gp130 fehlt die zweite und dritte 
Extrazellulärdomäne, d.h. auf Leu 124 der ersten Domäne 
folgt nach einem 6-Aminosäurelinker Tyr 322 der vierten 
Domäne 
 
pSVL∆EcoRIgp130/nb-CFP enthält cDNS für verkürztes Fusionsprotein aus humanem 
gp130 und CFP, in welchem Val1 von CFP direkt auf Pro668 
von gp130 folgt; zusätzlich sind I651 bis einschließlich P658 
(Box 1) von gp130 entfernt 
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pSVL∆EcoRIgp130/id-
YC173 
enthält cDNS für verkürztes Fusionsprotein aus humanem 
gp130 und C-terminaler Hälfte von YFP, in dem Asp 173 von 
YFP direkt auf Pro668 von gp130 folgt 
 
pSVL∆EcoRIgp130/id-
YN173 
enthält cDNS für verkürztes Fusionsprotein aus humanem 
gp130 und N-terminaler Hälfte von YFP, in dem Val1 von 
YFP direkt auf Pro668 von gp130 folgt, YFP endet mit 
Glu172 
 
pSVL∆EcoRIgp130/id-CYFP enthält cDNS für verkürztes Fusionsprotein aus humanem 
gp130 und Fusionsprotein aus CFP und YFP, Val1 von CFP 
folgt direkt auf Pro668 von gp130, nach Lys 238 von CFP 
folgt ein 28 Aminosäuren enthaltender Linker, danach Ser 2 
von YFP; Plasmid wurde freundlicherweise von A. Küster 
(Institut für Biochemie, RWTH Aachen) zur Verfügung 
gestellt 
 
pSVL∆EcoRIIL-6Rα-YFP enthält cDNS für verkürztes Fusionsprotein aus humanem IL-
6Rα und YFP, in dem nach Ser 443 des IL6Rα zuerst Arg als 
zusätzliche Aminosäure und dann Val1 von YFP folgt; 
Plasmid wurde freundlicherweise von Dr. C. Ancey (Institut 
für Biochemie, RWTH Aachen) zur Verfügung gestellt 
 
pSVL∆EcoRIJak1-YFP enthält cDNS für humanes Jak1, ein darauf folgendes 
Verbindungsstück von 9 Aminosäuren und C-terminal YFP; 
Plasmid wurde freundlicherweise von C. Au-Yeung (Institut 
für Biochemie, RWTH Aachen) zur Verfügung gestellt 
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pSVL∆EcoRIJak1-CFP enthält cDNS für humanes Jak1, ein darauf folgendes 
Verbindungsstück von 9 Aminosäuren und C-terminal CFP; 
Plasmid wurde freundlicherweise von C. Au-Yeung (Institut 
für Biochemie, RWTH Aachen) zur Verfügung gestellt 
 
pSVL∆EcoRIJak1/kd-YFP enthält cDNS für schon beschriebene kinase-defiziente Jak1-
Mutante (Jak1/kd) [46], ein darauf folgendes Verbindungs-
stück von 9 Aminosäuren und C-terminal YFP; Plasmid 
wurde freundlicherweise von C. Au-Yeung und H. van de 
Leur (Institut für Biochemie, RWTH Aachen) zur Verfügung 
gestellt 
 
pSVL∆EcoRIJak1/nb-YFP enthält cDNS für schon beschriebene Jak1 non-binding 
Mutante (Jak1/nb) [54], ein darauf folgendes Verbindungs-
stück von 9 Aminosäuren und C-terminal YFP, Plasmid wurde 
freundlicherweise von C. Au-Yeung und H. van de Leur 
(Institut für Biochemie, RWTH Aachen) zur Verfügung 
gestellt 
 
pSVL∆EcoRICFP-CC155 enthält cDNS für C-terminale Hälfte von CFP beginnend mit 
Asp 173, Plasmid wurde freundlicherweise von Dr. S. 
Hebeisen (Institut für Physiologie, RWTH Aachen) zur 
Verfügung gestellt 
 
pSBC eukaryotischer bizistronischer Expressionsvektor, enthält den 
Promotor des SV40-Virus, AmpR (GBF, Braunschweig) 
 
pSBCLIFR/id-CFP enthält cDNS für verkürztes Fusionsprotein aus humanem 
LIFR und N-terminaler Hälfte von CFP, in dem nach Leu 882 
des LIFR ein Verbindungsstück aus Ser-Arg und anschließend 
CFP, beginnend mit Val1 folgt; Plasmid wurde freundlicher-
weise von Dr. A. Timmermann (Institut für Biochemie, 
RWTH Aachen) zur Verfügung gestellt 
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weise von Dr. A. Timmermann (Institut für Biochemie, 
RWTH Aachen) zur Verfügung gestellt 
 
pSBCLIFR/id-CN173 enthält cDNS für verkürztes Fusionsprotein aus humanem 
LIFR und N-terminaler Hälfte von CFP, in dem nach Leu 882 
des LIFR ein Verbindungsstück aus Ser-Arg und anschließend 
Val1 von CFP folgt, CFP endet mit Glu172 
 
PCR 2.1-TOPO Vektor des TOPO TA Cloning-Kits (Invitrogen, USA) 
2.4.2 Oligonukleotide 
Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma MWG bezogen. 
Die folgenden Oligonukleotide dienten der Expression von Konstrukten in eukaryotischen 
Zellen: 
- #1) BspE1sense: 5’-GGT AGT ACA TCC GGA TCA TAT GAA GAT AGA CCA 
TCT AAA GC-3’ 
- #2) BGBstE2as: 5’-GGA GGA GTG TGA GGT GAC C-3’ 
- #3) D1pSVLsense: 5’-GGA TCG ATC CCT CGA GTC-3’ 
- #4) BspE1as: 5’-TGA TCC GGA TGT ACT ACC CAA GCC TGA AAT TAT TGT 
GAT TC-3’ 
- #5) BGgp130idYN173s: 5’-GGT CAC CTG GTA GTA CAT CCG GAG TGA GCA 
AGG GCG AGG AG-3’ 
- #6) BGgp130idYN173as: 5’-GGA TCC TTA CTC GAT GTT GTG GCG GAT C-3’ 
- #7) BGgp130idYC173s: 5’-GGT CAC CTG GTA GTA CAT CCG GAG ACG GCA 
GCG TGC AGC TC-3’ 
- #8) BGgp130idYC173as: 5’-GGA TCC TTA CTT GTA CAG CTC GTC CAT G-3’ 
- #9) BGLIFRidCN173s: 5’-TCT AGA GGT AGT ACA TCC GGA GTG AGC AAG 
GGC GAG GAG-3’ 
- #10) BGLIFRidCN173as: 5’-AAG CTT TTA CTC GAT GTT GTG GCG GAT C-3’ 
Die Oligonukleotide #1-#4 wurden zur Klonierung der Deletionsmutante gp130/∆D2,3id-CFP 
benutzt. Die Oligonukleotide #5-#10 wurden zur Klonierung der BiFC-Konstrukte gp130/id-
YN173 (#5, #6), gp130/id-YC173 (#7, #8) und LIFR/id-CN173 (#9, #10) verwendet. 
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2.5 Eukaryotische Zelllinien und deren Kultivierung 
2.5.1 Permanente Zelllinien 
U4CJak1-YFP humane Fibrosarkom-Zelllinie, die stabil Jak1-YFP exprimiert, 
zur Verfügung gestellt von Dr. C. Haan (Institut für Biochemie, 
RWTH Aachen) [27, 73] 
 
COS-7 adhärent wachsende Affennierenzellen, zur Verfügung gestellt 
von Dr. I. Kerr (London, England) 
 
HEK293T SV40-T-Antigen exprimierendes Derivat der adhärent 
wachsenden humanen embryonalen Nierenzellen HEK293, 
adenoviral transformiert (DSMZ, Braunschweig)  
 
2.5.2 Nährmedien und Lösungen für die Zellkultur 
DMEM Flüssigmedium mit 4,5 g/l Glukose 
 
(Invitrogen, USA) 
 
FKS, mycoplasmenfreies fötales Kälberserum 
 
(CytoGen GmbH, Sinn) 
 
Penicillin (10.000 U) / Streptomycin (10 mg) 
 
(Cambrex BioScience, Belgien) 
 
Trypsin (0,05%) / EDTA (0,02%)-Lösung 
 
(Cambrex BioScience, Belgien) 
 
Optimem 
 
(Invitrogen, USA) 
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PBS: 
 
0,2 M NaCl 
2,5 mM KCl 
8 mM Na2PO4 
1,5 mM KH2PO4 
pH 7,4 
Die Zellen wurden in DMEM kultiviert. Dem Medium wurde 10% Hitze-inaktiviertes FKS 
sowie 60 mg/l Penicillin und 100 mg/l Streptomycin zugesetzt, es wird im weiteren als 
DMEM+/+ bezeichnet. 
Die Kultivierung der Zellen erfolgte bei 37°C in wassergesättigter Luft mit 5 Vol-% CO2. Zur 
Weiterkultivierung wurden konfluente Zellen nach Abspülen des Mediums mit PBS durch 
Behandlung mit Trypsin-Lösung bei 37°C von der Platte gelöst und mit Kulturmedium von 
der Platte gespült. Hek293T-Zellen konnten aufgrund ihrer geringen Haftung ohne Trypsin-
Lösung von den Kulturschalen gespült werden. Anschließend wurden die Zellen in 
Verdünnungen von 1:2 bis 1:10 in neuem Medium aufgenommen. 
Eine Langzeitlagerung der Zellen in Tieftemperaturgefäßen erfolgte nach Zugabe von 10% 
DMSO und 10% FKS in Kulturmedium in flüssigem Stickstoff.  
2.6 Prokaryotische Zellen und deren Kultivierung 
2.6.1 Bakterienstämme 
JM83 E.-coli-Bakterienstamm, der zur Klonierung und Amplifizierung 
von Plasmiden verwendet wurde 
 
XL1Blue E.-coli-Bakterienstamm, der zur Klonierung und Amplifizierung 
von Plasmiden verwendet wurde 
 
Top 10 E.-coli-Bakterienstamm des TOPO TA Clonig Kit, zur Ampli-
fizierung der pCR 2.1-TOPO-Plasmid DNS (Invitrogen, USA) 
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2.6.2 Kultivierung 
Die Bakterien wurden in LB-Medium mit 100 µg/ml Ampicillin kultiviert. Die Stammhaltung 
erfolgte in Form einer Gefrierkultur bei -80°C in LB-Medium mit 20% Glycerol (Roth, 
Karlsruhe). 
Zur Selektion transformierter Klone wurden die Bakterien auf LB-Platten mit 100 µg/ml 
Ampicillin (Sigma, Taufkirchen) ausgestrichen. 
LB-Medium 10 g/l Bactotrypton (Difco) 
 5 g/l Hefeextrakt (Difco) 
 5 g/l NaCl 
Die Herstellung von LB-Platten erfolgte durch Zugabe von 2% Bacto-Agar (Life 
Technologies, Karlsruhe). 
2.7 Präparation und Analyse von Plasmid-DNS 
2.7.1 Isolierung von Plasmid-DNS 
2.7.1.1 Präparation von Plasmid-DNS im kleinen Maßstab 
Die Präparation von Plasmid-DNS in kleinen Mengen diente der Charakterisierung 
rekombinanter Plasmide. Der Zellaufschluß und die Aufreinigung der Plasmid-DNS aus 3 ml 
Übernachtkulturen erfolgte mit Hilfe eines Plasmid-Minipräparationskits (Qiagen, Hilden) 
nach Angaben des Herstellers. Die isolierte DNS wurde in Wasser aufgenommen. 
2.7.1.2 Präparation von Plasmid-DNS im großen Maßstab 
Um Plasmid-DNS im präparativen Maßstab (50-500 µg) zur Transfektion eukaryotischer 
Zellen zu gewinnen, wurden Übernachtkulturen von 50-500 ml mit Hilfe von Midi- bzw. 
Maxi-Plasmidpräparationskits (Qiagen, Hilden) nach Herstelleranleitung aufgearbeitet. Die 
DNS wurde in Wasser aufgenommen. 
Zur Bestimmung der Quantität und Qualität der Plasmid-DNS wurde im Anschluss an die 
Präparation eine photometrische Messung (vgl. Kapitel 2.7.2) durchgeführt. 
2.7.2 Quantitative Nukleinsäurebestimmung 
Die Quantifizierung der DNS erfolgte absorptionsphotometrisch in einem UV-Photometer 
(Pharmacia) über die Absorption A260nm. Eine Absorption A260nm = 1,0 entspricht 50 µg 
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doppelsträngiger DNS. Die Reinheit der Nukleinsäurepräparationen wurde mit Hilfe der 
A280nm ermittelt, der Quotient A260nm:A280nm sollte bei 1,7 - 2,0 liegen. 
Zur Konzentrationsabschätzung geringerer Mengen DNS (< 0,5 µg/µl) wurde eine Agarose-
Gelelektrophorese (vgl. Kapitel 2.7.6.1) durchgeführt und die Menge aufgrund der 
Leuchtintensität und Dicke der Bande im Vergleich zu einem definierten Marker abgeschätzt. 
2.7.3 DNS-Fällung 
DNS konnte durch Zugabe von 1/10 Volumen 3 M Natriumacetatlösung (pH 5,2), 2 Volumen 
100%igem Ethanol und 30-minütiger Inkubation auf Eis aus einer wässrigen Lösung gefällt 
werden [74]. 
2.7.4 DNS-Restriktionsverdau 
Der enzymatische Restriktionsverdau erfolgte nach Standardvorschriften [74]. Es wurden die 
Empfehlungen der Enzymhersteller berücksichtigt. Zur Analyse von Plasmid-DNS durch 
Restriktionsschnitte wurden 0,5-1 µg DNS pro Restriktionsverdau eingesetzt. Zu präparativen 
Zwecken wurden 1-5 µg DNS geschnitten. Die Restriktionszeiten betrugen 1-3 Stunden. 
2.7.5 Dephosphorylierung linearisierter DNS 
Um die Wahrscheinlichkeit einer Religation des linearisierten Plasmids weitgehend zu 
vermeiden und so die Effizienz der Insertion einer Fremd-DNS zu erhöhen, wurde die 
endständige 5’ -Phosphatgruppe entfernt [74]. 100-200 ng DNS wurden mit 1 U alkalischer 
Phosphatase 30 min bei 37°C inkubiert. Das linearisierte Plasmid wurde anschließend über 
eine Agarose-Gelelektrophorese aufgereinigt und isoliert (vgl. Kapitel 2.7.8.1). 
2.7.6 Gelelektrophoretische Auftrennung von Nukleinsäuren 
2.7.6.1 TAE-Agarose-Gelelektrophorese 
DNS-Fragmentgemische wurden nach Zusatz von 1/10 Volumen 10x-DNS-Probenpuffer 
ihrer Größe nach im elektrischen Feld mit 5 V/cm in einem 1% TAE-Agarose-Gel (SeaKem-
LE-Agarose, Biozym, Hessisch Oldendorf) aufgetrennt [74]. Der Agarose wurden 0,1 µg/ml 
des in DNS interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffes Ethidiumbromid zugesetzt. Dadurch 
wurden die DNS-Banden im Agarosegel unter UV-Licht sichtbar. Als Größenmarker wurde 
die 1 kb DNA Extension Ladder (Life Technologies, Karlsruhe) benutzt. 
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10x-DNS-Probenpuffer: 0,4% Xylencyanol 
0,4% Bromphenolblau 
25% Ficoll 
 
TAE-Laufpuffer: 0,04 M Tris-Base 
0,02 M Essigsäure 
1 mM EDTA 
 
Agarose-Gel: TAE-Puffer mit 1% Seakem Agarose (FMC, Rockland, ME, 
USA) 
 
2.7.6.2 Isolierung von DNS Fragmenten aus Agarose-Gelen 
DNS-Fragmente aus Restriktionen oder PCR-Amplifikationen wurden im Agarosegel 
aufgetrennt (vgl. Kapitel 2.7.8.1), mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden) 
aus der Gelmatrix isoliert und in Wasser aufgenommen. 
2.7.7 Ligation von DNS 
Doppelsträngige DNS wurde mit T4-DNS-Ligase ligiert. 10 - 50 ng des linearisierten Vektors 
wurden mit einem 2 - 10-fachen Überschuss des Inserts für 2 - 16 h bei 20°C inkubiert. 
Anschließend wurden kompetente Bakterien mit den Ligationsansätzen transformiert. 
10x Ligationspuffer: 440 mM TrisHCL (pH=8,0) 
 220 mM TrisHCL (pH=7,4) 
 100 mM DTT 
 100 mM MgCl2 
 5 µg/ml BSA 
 10 mM ATP 
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2.7.8 Transformation von Bakterien 
2.7.8.1 Herstellung kompetenter Bakterien 
500 ml LB-Medium wurden mit Vorkultur zu einer OD600 von 0,01 angeimpft. Die Bakterien 
wurden bis zum Erreichen einer optischen Dichte von 0,6 bei 37°C in einem 
thermostatisierten Schüttelinkubator kultiviert. 50 ml Aliquots der Bakteriensuspension 
wurden 10 min bei 3.000g und 4°C sedimentiert. Das Sediment eines jeden Aliquots wurde in 
15 ml eiskaltem TSB-Puffer resuspendiert und anschließend 10 min bei 4°C inkubiert. Die 
Suspension wurde zu je 400 µl aliquotiert, in flüssigem Stickstoff eingefroren und 
anschließend bei -80°C gelagert. 
TSB-Puffer: LB-Medium (vgl. Kapitel 2.6.2) 
 + 10% PEG (w/v) 
 + 5% DMSO 
 + 10 mM MgSO4 
 + 10 mM MgCl2 
  
2.7.8.2 Transformation kompetenter Bakterien 
Zur Transformation von Bakterien [74] wurden 1 ng DNS bzw. 10 µl des Ligationsansatzes 
(vgl. Kapitel 2.7.7) mit 100 µl auf Eis aufgetauter kompetenter Zellen (vgl. Kapitel 2.7.8.1) 
gemischt und 20 min auf Eis gestellt. Anschließend erfolgte eine 1,5-minütige Inkubation der 
Zellen bei 42°C und eine 2-minütige Abkühlung auf Eis. Nach Zugabe von 500 µl LB-
Medium bestand der nächste Verfahrensschritt in einer 30-minütigen Inkubation bei 37°C zur 
Expression des Resistenzgens. Danach wurden die Transformationsansätze auf LB-Platten mit 
dem geeigneten Antibiotikum ausplattiert. Die Agarplatten wurden über Nacht bei 37°C 
inkubiert und aufgetretene Bakterienkolonien mit Hilfe der DNS-Präparation (vgl. Kapitel 
2.7.1.1) und des Restriktionsverdaus (vgl. Kapitel 2.7.4) weiter analysiert. 
2.7.8.3 Transformation der TOP 10-Bakterien 
TOP 10-Bakterien wurden entsprechend den Vorschriften des TOPO TA Cloning Kits 
(Invitrogen, USA) transformiert. Anschließend wurden die Transformationsansätze auf LB-
Platten mit dem geeigneten Antibiotikum ausplattiert. Dabei wurde nach den Vorschriften des 
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TOPO TA Cloning Kits eine blau/weiß-Selektion durchgeführt. Die Agarplatten wurden über 
Nacht bei 37°C inkubiert und weiße Bakterienkolonien mit Hilfe der DNS-Präparation (vgl. 
Kapitel 2.7.1.1) und des Restriktionsverdaus (vgl. Kapitel 2.7.4) weiter analysiert. 
2.7.9 Automatische DNS-Sequenzierung 
Das Prinzip der automatischen Sequenzierung beruht auf der Anregung und Detektion 
fluoreszenzmarkierter Didesoxynukleotide, die in einer vorgeschalteten PCR die entstandenen 
DNS-Stränge terminieren und gleichzeitig markieren. Die Sequenzierung erfolgte mit einem 
ABIprism Modell 310 Sequenzierer (PE Biosystems, Weiterstadt). Zur Präparation der DNS-
Proben wurde das ABIprism Ready Reaction DyeDeoxy Terminator Cycle Sequencing Kit (PE 
Biosystems, Weiterstadt) verwendet. Dazu wurden alle benötigten Lösungen mit LiChrosolv 
Wasser (Merck, Darmstadt) angesetzt. 
PCR-Ansatz: 4,0 µl Terminator Ready Reaction Mix 
 0,6 - 1,2 µg doppelsträngige DNS 
 3 - 10 pmol Oligonukleotid 
 ad 20 µl H2O 
  
Die DNS-Matrize wurde in 25 Reaktionszyklen in einem Thermocycler unter Einbau 
fluoreszenzmarkierter Didesoxynucleotide amplifiziert. Ein Reaktionszyklus bestand aus der 
Denaturierung der DNS (96°C, 20 s), der Hybridisierung der Oligonukleotide an die 
homologe Zielsequenz (20 s) bei einer Temperatur, die 8 K unter dem errechneten Schmelz-
punkt lag, und der DNS-Elongation, bei der die Verlängerung des freien 3´-OH-Endes der 
Oligonukleotide durch die AmpliTaq Polymerase erfolgte (4 min, 60°C). 
Zur Errechnung des Schmelzpunktes der an die DNS zu hybridisierenden Oligonukleotide 
wurden je G/C-Paar 4°C und je A/T-Paar 2°C eingesetzt.  
Nach der Amplifikation wurde die DNS - wie in Kapitel 2.7.3 beschrieben - gefällt. Das 
DNS-Präzipitat wurde mit kaltem 70%igem Ethanol gewaschen. Nach einem anschließenden 
Trocknungsschritt und der Aufnahme in Template Suppression Reagent (PE Biosystems, 
Weiterstadt) wurde die DNS 2 min bei 90°C denaturiert. Die Auftrennung der DNS-
Fragmente erfolgte mittels Kapillarelektrophorese. 
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2.7.10 PCR-Reaktion 
PCR-Reaktionen wurden wie folgt angesetzt: 
 1 - 10 ng DNS-Matrize 
 0,1 - 0,5 nmol primer 
 0,5 µl dNTPs (je 250 µM dATP, dGTP, dCTP, dTTP) 
 0,5 U Taq-Polymerase 
 ad 50 µl Wasser 
  
Es wurden folgende Schritte im Thermocycler durchgeführt: 
Erste Denaturierung: 2 min 94°C 
 
35 Zyklen:   
primer-Bindung 2 min * 
Extension: 2 min 72°C 
Denaturierung: 1 min 94°C 
 
Letzte Extension: 5 min 72°C 
   
*Die Temperatur ist abhängig vom jeweiligen A/T- und G/C-Gehalt der bindenden 
Sequenzen. Zur Errechnung des Schmelzpunktes der an die DNS zu hybridisierenden 
Oligonukleotide wurden je G/C-Paar 4°C und A/T-Paar 2°C eingesetzt. Als 
Bindungstemperatur wurde eine gegenüber der errechneten Schmelztemperatur um 8K 
erniedrigte Temperatur gewählt. 
2.8 Expression von Proteinen in eukaryotischen Zellen 
2.8.1 Transfektion von COS7-Zellen 
Es wurde eine modifizierte Methode der Transfektion mit DEAE-Dextran angewendet. 
COS7-Zellen einer zu 70-90% konfluent bewachsenen Zellkulturschale (effektive 
Bewuchsfläche: 78 cm2) wurden zweimal mit PBS gewaschen. Anschließend wurde ein 
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vorbereitetes Transfektionsgemisch auf die Platten getropft. Dieses Transfektionsgemisch 
setzte sich aus 7,5 ml FKS-freiem Medium, 60 µl DEAE-Dextran (50 mg/ml) (Amersham 
Pharmacia Biotech, Schweden), 1-20 µg DNS und 6 µl Chloroquin (100 mM) (Sigma, 
Taufkirchen) zusammen. Es folgte eine Inkubation für 80 min im Brutschrank. Während 
dieser Inkubation verhinderte eine Versiegelung mit Parafilm (Pechiney Plastic Packaging, 
USA) den Gasaustausch der gedeckelten Zellkulturschalen. Im Anschluss daran wurden die 
Zellen mit PBS gewaschen und danach einem DMSO-Schock ausgesetzt, indem man sie mit 6 
ml 10% DMSO in PBS für 1 min inkubierte. Nach erneutem zweimaligen Waschen mit PBS 
wurden die Zellen bis zum nächsten Tag in DMEM+/+ inkubiert. Am ersten Tag nach der 
Transfektion der Zellen erfolgte das Aussäen der transfizierten Zellen auf Deckgläschen mit 
18 mm Durchmesser (Marienfeld, Lauda), die in die Vertiefungen von 12-fach 
Zellkulturplatten (Nalge Nunc, USA) eingelegt waren. Die geringe Schichtdicke der 
Deckgläschen (0,16 mm) ermöglichte die mikroskopische Analyse der ausgesäten Zellen. 
2.8.2 Transfektion von U4CJak1-YFP-Zellen 
U4CJak1-YFP-Zellen wurden mit Superfect (Qiagen, Hilden) transfiziert. Das 
Transfektionsprotokoll des Herstellers wurde in leicht veränderter Form angewandt. 
Zellkulturschalen mit 78 cm2 effektiver Bewuchsfläche wurden bei 70% Konfluenz einmal 
mit PBS gewaschen und mit einem Transfektionsgemisch betropft, welches aus 3-6 µg DNS, 
150 µl DMEM und 6 µl Superfect pro µg DNS bestand. Das Transfektionsgemisch stand 
vorher 10 min bei Raumtemperatur. Nach der Zugabe von 3 ml DMEM+/+und einer 4 - 6-
stündigen Inkubation bei 37°C im Brutschrank wurde das Medium abgesaugt und durch 10 ml 
DMEM+/+ ersetzt. 
2.8.3 Transfektion von Hek293T-Zellen 
Hek293T-Zellen wurden mit Fugene (Roche, Schweiz) transfiziert. Das Transfektions-
protokoll des Herstellers wurde in abgewandelter Form verwendet. 40 - 60% konfluente 
Zellkulturschalen mit einer effektiven Bewuchsfläche von 78 cm2 wurden einmal mit PBS 
gewaschen, mit 10 ml Optimem (Invitrogen, USA) gefüllt und ein vorbereitetes 
Transfektionsgemisch auf die Schalen gegeben. Dieses Transfektionsgemisch bestand aus 1 - 
4 µg DNS, 6 µl Fugene und Optimem ad 100 µl. Höhere DNS-Mengen von bis zu 8 µg führen 
zu einer Verdoppelung des Fugene- bzw. des Gesamtvolumens auf 12 bzw. ad 200 µl. Nach 
20-minütiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde das Transfektionsgemisch auf die 
Zellkulturschalen gegeben und über Nacht auf den Zellen belassen. Am Tag nach der 
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Transfektion wurde das Medium beim Splitten der Zellen auf 18 mm Deckgläschen gegen 
DMEM+/+-Medium ausgetauscht und im Folgenden - wie in Kapitel 2.8.7. bzw. 2.9.3 - 
beschrieben - verfahren. 
2.8.4 Stimulation von Hek293T-Zellen mit IL-6/sIL-6Rα oder LIF 
Hek293T-Zellen wurden mit IL-6 und sIL-6Rα in den Konzentrationen 25 ng/ml DMEM+/+ 
bzw. 1 µg/ml DMEM+/+ stimuliert. Die LIF-Stimulationskonzentration betrug 20 ng/ml 
DMEM+/+. Im Fall der FRET-Versuche wurden die Zellen 15 min nach der Stimulation fixiert. 
2.8.5 Kultivierung von Zellen für die BiFC-Mikroskopie 
Hek293T-Zellen wurden - wie in Kapitel 2.8.3 beschrieben - mit BiFC-tauglichen 
Fusionsproteinen transfiziert und am darauffolgenden Tag auf 18 mm Deckgläschen 
gesplittet. 26 h nach der Transfektion erfolgte die Stimulation der Hälfte der auf die 
Deckgläschen ausgesäten Zellen mit IL-6/sIL-6Rα bzw. LIF. 4 h nach der Stimulation wurde 
die 37°C-Inkubation der Zellen beendet und die Ansätze bei 30°C zur Ausbildung der BiFC-
Komplexe [61] inkubiert. Nach 18-stündiger 30°C-Inkubation wurden die Zellen fixiert. 
2.8.6 Herstellung einer Paraformaldehydlösung 
Zur Herstellung einer 3 %-igen Paraformaldehydlösung wurden 3g Paraformaldehyd in 60 ml 
Wasser gegeben. Die Suspension wurde unter Rühren bei 60°C mit NaOH versetzt, bis das 
Paraformaldehyd vollständig gelöst war. Nach dem Abkühlen der Lösung erfolgte die Zugabe 
von 10 ml 10-fach konzentrierter PBS+/+, die Einstellung des pH-Wertes auf 7,4 und die 
Zugabe von Wasser ad 100 ml. 
PBS+/+ 1 mM MgCl2 
0,1 mM CaCl2 
gelöst in PBS 
2.8.7 Paraformaldehydfixierung eukaryotischer Zellen 
Zur mikroskopischen Untersuchung wurden transient transfizierte, auf 18 mm Deckgläschen 
kultivierte Zellen zweimal mit PBS+/+ gewaschen und 20 min mit Paraformaldehydlösung 
fixiert. Danach wurde erneut einmal mit PBS+/+ gewaschen und für 5 min mit 
Ammoniumchloridlösung zur Verminderung der Eigenfluoreszenz des Paraformaldehyds 
inkubiert. Alle Inkubationen fanden im Dunkeln statt. Nach einer abschließenden Spülung der 
Zellen mit PBS+/+ wurden die Deckgläschen kurz in destilliertes Wasser getaucht, auf einem 
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Zellstofftuch abgetupft und mit der Zellseite nach unten auf einen mit einem 12 µl-
Mowioltropfen (MowiolTM4-88, Calbiochem, USA) versehenen Objektträger gelegt. Nach 
einer Trocknungsphase von mindestens 4 h bei Raumtemperatur erhielten die Deckgläschen 
eine Randversiegelung mit handelsüblichem farblosen Nagellack (Interco, Wiesbaden). Nach 
der Aushärtung des Lacks (ca. 30 min) war die Fixierung der Zellen für die 
Fluoreszenzmikroskopie abgeschlossen. 
PBS+/+ 1 mM MgCl2 
0,1 mM CaCl2 
gelöst in PBS 
Paraformaldehydlösung 3 g Paraformaldehyd 
ad 100 ml PBS+/+, 
pH 7,4 
Ammoniumchloridlösung 50 mM NH4Cl 
gelöst in PBS+/+ 
2.8.8 Indirekte Immunfluoreszenz 
Zum immunologischen Nachweis der Extrazellulärdomänen von gp130 wurden mit gp130-
Konstrukten transient transfizierte COS7-Zellen mit Paraformaldehyd inkubiert und 
anschließend mit PBS+/+ und Ammoniumchloridlösung behandelt (vgl. Kapitel 2.8.7). Danach 
wurden unspezifische Antikörper-Bindungsstellen durch 30-minütige Inkubation mit BSA-
Lösung abgesättigt. Anschließend erfolgte eine 1-stündige Inkubation der Zellen mit einer 
Lösung spezifischer monoklonaler Antikörper gegen gp130-Extrazellulärdomänen (10 µg/ml) 
(vgl. Kapitel 2.3) in der BSA-Waschlösung. Nach zweimaligem Waschen der Zellen mit einer 
BSA-Waschlösung für jeweils 5 min wurden sie mit dem in Waschlösung 1:100 verdünnten, 
mit R-Phycoerythrin konjugierten anti-Maus Zweitantikörper (Dianova, Hamburg) eine 
Stunde inkubiert. Dann wurden sie erneut für 5 min mit BSA-Waschlösung inkubiert und mit 
PBS+/+ gewaschen. Im Weiteren wurde - wie in Kapitel 2.8.7 ab dem Eintauchen der 
Deckgläschen in destilliertes Wasser beschrieben - fortgefahren. 
BSA-Lösung 1% BSA 
gelöst in PBS+/+ 
BSA-Waschlösung 0,1% BSA 
gelöst in PBS+/+ 
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2.9 Konfokale Mikroskopie 
2.9.1 Konfokale Bildaufnahme 
Zur Analyse der fluoreszierenden Moleküle in Zellen wurde ein konfokales Laser-Scanning 
Mikroskop des Typs Zeiss LSM510 (Zeiss, Jena) benutzt. Dieses Mikroskop verfügt über 
einen Argon-Ionen Laser und einen Helium-Neon Laser. Der Argon-Ionen Laser kann Licht 
der Wellenlängen 458, 488 und 514 nm gleichzeitig emittieren, das durch einen akusto-
optisch regelbaren Filter (acousto optical tunable filter - AOTF) einzeln oder in Gruppen ein- 
bzw. ausgeschaltet werden kann. Der Argon-Ionen Laser besitzt eine maximale Leistung von 
25 mW. Diese Leistung kann im Bereich von 25-100% der 25 mW geregelt werden. Der 
Helium-Neon Laser emittiert Licht der Wellenlänge 543 nm bei einer festen Leistung von 5 
mW. Der Transmissionsgrad der Strahlen beider Laser kann individuell für jede Wellenlänge 
durch den AOTF verändert werden. Soweit nicht extra vermerkt, wurde für die 
Bildaufnahmen sämtlicher Experimente ein 63-fach vergrößerndes, wasserkorrigiertes 
Objektiv mit einer numerischen Apertur von 1,2 vom Typ Zeiss C-Apochromat 63/1.2w Korr 
(Zeiss, Jena) verwendet. 
Für die Anregung von CFP wurden die 458 nm Linie des Argon-Ionen Lasers und ein 458 nm 
Hauptfarbteiler verwendet. Der Emmissionsstrahlengang für CFP bestand aus einem 480/20 
nm Bandpaßfilter. Dieser Filter ist durchlässig für Wellenlängen zwischen 470 und 490 nm. 
Durch das enge Detektionsband wird die Emmission von YFP, das auch mit 458 nm angeregt 
werden kann, ausgeschlossen. Zur Detektion von YFP fand die 514 nm Linie des Argon-
Ionen Lasers Anwendung. Das Anregungslicht wurde über einen 514 nm Hauptfarbteiler in 
den Detektionsstrahlengang eingespeist und die Emission des YFP nach einem 530-600 nm 
Bandpaßfilter registriert. CFP wird durch Licht mit einer Wellenlänge von 514 nm nicht 
angeregt. Diese Eigenschaft ermöglicht die aufeinanderfolgende, getrennte Detektion von 
CFP und YFP in einer Probe mit den beschriebenen Strahlengängen (Multitracking, Zeiss, 
Jena). Das resultierende Zweikanalbild ist eine Überlagerung der Einzelbilder der CFP- und 
der YFP-Fluoreszenz. 
Der Strahlengang zur Detektion der Phycoerithrin (PE) -Fluoreszenz beinhaltete die 543 nm 
Linie des Helium-Neon Lasers, einen 543 nm Hauptfarbteiler und den Detektionsbereich von 
563-638 nm des Meta-Detektors (Meta-System, Zeiss, Jena). Bei der Aufnahme von CFP- 
und PE-Fluoreszenz in derselben Probe wurde ebenfalls die sogenannte Multitrack-Funktion 
verwendet. Da PE nicht im Bereich von 470-490 nm emittiert und CFP nicht bei 543 nm 
angeregt werden kann, war auch in diesem Fall eine saubere Kanaltrennung gewährleistet. 
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Durch Bimolekulare Fluoreszenzkomplementation (BiFC) können aus Hälften verschiedener 
GFP-Derivate neue fluoreszierende Proteine mit veränderten spektralen Eigenschaften 
entstehen [75]. Der Komplex aus einer N-terminalen Hälfte des CFP (CN173) und der C-
terminalen Hälfte des YFP (YC173) konnte mit 458 nm zur Fluoreszenz angeregt werden. 
Dabei wurde ein 458 nm Hauptfarbteiler und ein 475 nm Langpaßfilter verwendet. Ein in 
umgekehrter Weise entstandener Komplex aus einer C-terminalen Hälfte eines CFP-Moleküls 
(CC155) und einer N-terminalen Hälfte eines YFP-Moleküls (YN173) wurde mit 488 nm 
angeregt. Zum Strahlengang gehörten ein 488 nm Hauptfarbteiler und ein 505-550 nm 
Bandpaßfilter. Bimolekulare Fluoreszenzkomplementation zwischen den Hälften desselben 
fluoreszierenden Proteins ergibt einen Komplex mit den spektralen Eigenschaften des 
ursprünglichen Gesamtproteins. Deshalb wurden Komplexe aus N-terminalen und C-
terminalen Hälften eines CFP mit dem Strahlengang für CFP (s.o.) und die entsprechenden 
Hälften eines YFP mit den Einstellungen für YFP (s.o.) detektiert. 
Der Durchmesser der konfokalen Blende war bei allen Aufnahmen, wenn nicht anders 
vermerkt, in Abhängigkeit von der Anregungswellenlänge auf eine Airy Unit eingestellt. Für 
die verwendeten Anregungswellenlängen ergibt diese Einstellung eine Ebenenschichtdicke 
der konfokalen Aufnahmen von ca. 1 µm. 
2.9.2 Die schichtweise konfokale Bildaufnahme (Z-Bilderstapel) 
Zur räumlichen Darstellung eines Objektes wurden konfokale Aufnahmen (Raumachsen X 
und Y) in verschiedenen Höhen (Z-Raumachse) aufgezeichnet. Der Abstand der in Z 
versetzten Bilder bestand jeweils in der Hälfte der Schichtdicke einer konfokalen Aufnahme. 
Dies führte zu einer 50%igen Überlappung der Aufnahmen eines Z-Bilderstapels, womit eine 
optimale Informationsdichte gewährleistet war. Die Einzelbilder eines Z-Bilderstapels wurden 
nach Vorgabe der Anfangs- und Endbildschichthöhen in einer automatisierten Bilderserie 
aufgenommen. 
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2.9.3 Konfokale Mikroskopie lebender Zellen 
Transient transfizierte Zellen wurden 24 h nach der Transfektion in 12-fach Zellkulturschalen 
auf 18 mm Deckgläschen ausgesät. 48 h nach der Transfektion erfolgte die Umsetzung der 
Deckgläschen in eine selbstgebaute, geschlossene Perfusionskammer. Die Perfusionskammer 
wurde mit DMEM+/+ gefüllt und durch eine elektrische Heizmatte auf 37°C erwärmt. Das im 
Fall der Lebendzellmikroskopie ausschließlich verwendete 63-fach vergrößernde 
Wasserimmersionsobjektiv wurde durch einen elektrischen Objektivheizring ebenfalls auf 
37°C erwärmt. Damit wurde ein Wärmeverlust der Zellschicht auf dem nur ca. 0,16 mm 
starken Deckgläschen über den Wassertropfen zum Objektiv hin vermieden. 
2.9.4 FRAP-Messungen 
Zur Messung der Fluoreszenzwiederkehr nach dem Ausbleichen einer fluoreszierenden 
Region (fluorescence recovery after photobleaching - FRAP) an lebenden Zellen wurden 
zwei Methoden angewendet: 
2.9.4.1 Tangentiales Bleichen von YFP 
Tangentiales Bleichen einer seitlichen Plasmamembranregion kennzeichnet die zur 
Ermittlung der Halbwertzeit der Fluoreszenzwiederkehr angewandte FRAP-Methode. Die 
Halbwertzeit wurde als Indikator für die Diffusionsgeschwindigkeit beim Vergleich der 
Fusionsproteine aus YFP und gp130 bzw. Jak1 oder einigen Jak1-Mutanten verwendet. Der 
Strahlengang zur Detektion der YFP-Fluoreszenz ist in Kapitel 2.9.1 beschrieben. Der 
Durchmesser der konfokalen Blende in diesem Strahlengang war so gewählt, dass sich eine 
Schichtdicke von 2 µm ergab. Nach 10 Aufnahmen einer kreisförmigen Region (region of 
interest - ROI) von 1,3 µm Durchmesser an der Plasmamembran in einer Zeitserie mit einer 
Aufnahme pro Sekunde, wurde diese ROI (ROI 1) geblichen. Diese Form des Bleichens kann 
als tangentiales Bleichen bezeichnet werden, da der Laserstrahl nur auf die seitliche 
Plasmamembran der untersuchten Zellen gerichtet ist. Nach dem Bleichen wurde die Zeitserie 
fortgesetzt und die Fluoreszenzwiederkehr in 70 weiteren Messungen aufgezeichnet. Eine 
zweite ROI an der Plasmamembran (ROI 2) wurde in gleicher Weise wie die ROI 1 
behandelt, aber nicht geblichen. Diese zweite ROI diente der Registrierung 
bleichunabhängiger zellulärer Bewegungen und Fluoreszenzfluktuationen während der 
insgesamt 80 Bilder umfassenden Zeitserie. Zur Bestimmung der Hintergrundfluoreszenz 
wurde eine dritte ROI (ROI 3) auf eine Fläche außerhalb der Zellen platziert. Die ROI 2 und  
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3 besaßen den gleichen Durchmesser wie die ROI 1. Für die Bilder der Zeitserie und das 
Bleichen wurden 100% der verfügbaren Laserleistung von 25 mW genutzt. Eine AOTF-
Transmissionseinstellung von 0,1% verminderte die Anregungsleistung der 514 nm 
Wellenlänge zur Bildaufnahme. Für das Bleichen nach dem 10. Bild der Zeitserie wurde die 
AOTF-Transmission der 514 nm Laserwellenlänge auf 100% geöffnet. Zum Bleichen der 
ROI 1 wurden 200 Iterationen der Laserabtastung durchgeführt. Die gesamte Bleichdauer der 
ROI 1 betrug 3,7-3,8 s. Bei der Bildaufnahme und beim Bleichen war die Abtast-
geschwindigkeit auf eine Pixelzeit von 1,8 µs eingestellt. Der elektronische 
Vergrößerungsfaktor von 3,5 bedingte einen Pixeldurchmesser von 224 nm innerhalb der 
ROIs. Aufgrund der geringen Laserleistung und der kurzen Pixelzeit während der 
Bildaufnahme blieb der Bleicheffekt durch die Bildaufnahme während der 80 Aufnahmen der 
Zeitserie vernachlässigbar klein. Am Sekundärelektronenvervielfacher (Photo Multiplier Tube 
= PMT) lag während der Bildaufnahme eine Spannung von 730 V an. Die durchschnittlichen 
Fluoreszenzintensitäten innerhalb der ROIs einer jeden Messung wurden zur Auswertung in 
das Programm Microsoft Excel (Microsoft, USA) übertragen und die Intensität der 
Hintergrundfluoreszenz abgezogen. Unter Verwendung eines mathematischen Modells der 
Fluoreszenzwiederkehr durch Diffusion nach Axelrod et al. [76] wurde eine Regression der in 
den FRAP-Experimenten ermittelten Daten aus der ROI 1 durchgeführt und die Halbwertzeit 
der Fluoreszenzwiederkehr (t1/2) ermittelt. Die mobile Fraktion (Mf) der fluoreszierenden 
Moleküle wurde mit der Gleichung 1 (Gl. 1) aus den FRAP-Daten bestimmt. 
Mf = (F•  - F0)/(F- - F0)        Gl. 1 
F•  ist die mittlere Fluoreszenz in der ROI 1 nach der Fluoreszenzwiederkehr, F0 ist die 
Fluoreszenzintensität im ersten, nach dem Bleichen aufgenommenen Bild der ROI 1 und F
-
 
gibt die mittlere Fluoreszenzintensität in der ROI 1 vor dem Bleichen an. 
2.9.4.2 Tangentiales Bleichen von CFP und YFP 
Die FRAP-Messungen zur Mobilitätsbestimmung während der Immobilisierung durch 
Antikörper stellen eine etwas abgewandelte Form der oben beschriebenen Vorgehensweise 
zur Bestimmung der t1/2 der Fluoreszenzwiederkehr dar. Im Folgenden werden die 
Veränderungen im Vergleich zum oben beschriebenen Verfahren aufgeführt: 
Es wurden in der FRAP-Zeitserie CFP und YFP registriert. Beide Fluoreszenzkanäle wurden 
in jedem Bild mit Hilfe der Multitracking-Funktion des Mikroskops konsekutiv 
aufgenommen. Um ein gleichzeitiges Bleichen beider Fluorophortypen zu ermöglichen, 
wurde der doppelte Hauptfarbteiler 458/514 nm verwendet und die Laserwellenlängen 458 
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und 514 nm gleichzeitig mit 100% der 25 mW Gesamtleistung sowie 100% Transmission 
eingesetzt. Die Zeitserie bestand aus 50 Aufnahmen, von denen 40 nach dem Bleichen 
aufgenommen wurden. Die Aufnahmerate betrug ein Zweikanalbild pro 2,2 Sekunden. Um 
den Einfluss der Immobilisierung von gp130 durch Paare monoklonaler Antikörper auf 
andere fluoreszierende Proteine zu untersuchen, wurden die Zellen in der Perfusionskammer 
mit den Antikörpern BT2 und BP4 oder BS12/G7 und BP8 in einer Konzentration von jeweils 
10 µg/ml behandelt. 
Die Immobilisierungsexperimente wurden durch den Vergleich der erzeugten Kurven der 
Fluoreszenzwiederkehr ausgewertet. Eine nur geringe Erhöhung der Fluoreszenzintensitäten 
nach dem Bleichen deutete auf ein hohes Maß an Immobilisierung hin. 
Für die qualitative, bildgebende Analyse der Immobilisierungsexperimente wurde während 
der Zeitserie die gesamte Zelle aufgenommen. Das Bleichen blieb dabei jedoch auf die ROI 1 
beschränkt. 
2.9.5 FRET-Messungen 
Die FRET-Effizienz wurde anhand der Donorfluoreszenzveränderung nach Ausbleichen des 
Akzeptors („acceptor photobleaching“) bestimmt [77, 78]. Die Messung und Auswertung der 
FRET-Effizienz wurde in Anlehnung an die von Karpova et al. [79] vorgeschlagene Methode 
mit modifizierten Aufnahme- bzw. Auswertungswegen durchgeführt. Nach 48 h transienter 
Expression der zu untersuchenden Fusionsproteine wurden HEK293T-Zellen fixiert. Zur 
Bildaufnahme während der FRET-Messung wurde die 458 nm Laserwellenlänge des Argon-
Ionen Lasers mit einer Leistung von 45% von 25 mW genutzt. Für eine möglichst bleichfreie 
Aufnahme von Donor und Akzeptor sorgte die geringe AOTF-Transmission von 5,1%. Zum 
Strahlengang der Bildaufnahme gehörten ein doppelter Hauptfarbteiler für 458 und 514 nm, 
ein Farbteiler bei 515 nm, für den CFP-Kanal (Donor) ein Bandpaßfilter des Bereiches 470 - 
490 nm und für den YFP-Kanal (Akzeptor) ein Aufnahmebereich von 531 - 617 nm im Meta-
Detektor. Die Verstärkungsspannung am PMT des CFP-Kanals betrug 772 V und die des 
YFP-Kanals 743 V. Zum Akzeptorbleichen wird nach dem fünften der insgesamt 10 Bilder 
einer FRET-Messreihe der Akzeptor mit der 514 nm Laserlinie des Argon-Ionen Lasers (100 
Iterationen) geblichen. Dabei beträgt die Transmission des AOTF 100%. Bei der gesamten 
FRET-Messreihe sind die Lochblenden des CFP und des YFP-Kanals auf eine 
Ebenenschichtdicke von 1,5 µm eingestellt. Der elektronische Zoomfaktor von 2,9 und das 
verwendete 63-fach vergrößernde, wasserkorrigierte Objektiv in Verbindung mit einer 
Bildgröße von 256 x 256 Pixeln bedingen eine Pixelgröße von 0,2 x 0,2 µm. Alle Aufnahmen 
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der Bilderserie wurden ohne Pausenzeiten direkt nacheinander aufgenommen, dabei betrug 
die Pixelzeit 6,4 µs. Die gleichzeitige Anregung und Aufnahme der CFP- und YFP-
Fluoreszenz führt bei den genannten Aufnahmebereichen zu einem Rest an CFP-Signal im 
YFP-Detektionsbereich. Das bedeutet, dass selbst bei vollständigem Verlust der YFP-
Fluoreszenz durch Ausbleichen des YFP noch eine vom CFP herrührende Restintensität in 
diesem Kanal verzeichnet werden kann. Diese Restintensität beeinträchtigt nicht die FRET-
Messung, da nur die Veränderung der Donorfluoreszenzintensität die ermittelte FRET-
Effizienz ausdrückt. Der YFP-Kanal wird zusätzlich aufgezeichnet, um bei nicht erfolgter 
automatischer Einschaltung der 514 nm Laserlinie nach dem fünften Bild der Messung die 
Messreihe zu verwerfen. Der erfolgte Einsatz der 514 nm Laserlinie ist am Abfall des YFP-
Fluoreszenzsignals zwischen dem fünften und sechsten Bild der Messreihe erkennbar. 
Die mittleren CFP- und YFP-Fluoreszenzintensitäten einer FRET-Messreihe wurden in drei 
ROIs erfasst. Mit der ersten ROI (ROI 1) wurde ein Teil der Plasmamembran einer Zelle 
umrissen. Die mittlere Fluoreszenzintensität (I) des CFP und des YFP wurden innerhalb der 
ROI vor und nach dem Ausbleichen des YFP in insgesamt zehn Bildern (I1-I10) bestimmt 
(vgl. Abbildungen 35, Seite 84 und Abbildung 37, Seite 86). Aus der Differenz der 
Intensitäten des CFP vor (I5) und unmittelbar nach dem Bleichen des Akzeptors (I6) in der 
ROI 1 wurde die Effizienz des FRET (FRET-Effizienz, Ef) nach Lakowicz (Gl. 2) [80] unter 
Berücksichtigung der Hintergrundfluoreszenz prozentual berechnet (Gl. 3). 
Ef = 1 - (I5/I6)          Gl. 2 
Ef = (I6-Ib) - (I5-Ib)*100/(I6-Ib)       Gl. 3 
Ib bezeichnet die mittlere Fluoreszenzintensität des Hintergrundes in einer ROI neben den 
untersuchten Zellen (ROI 3). Das Rauschen des CFP-Fluoreszenzsignals (FRET-noise, Nf) 
wurde aus der Differenz der Aufnahme unmittelbar vor dem YFP-Bleichen und der 
vorhergehenden Aufnahme in der ROI 1 ermittelt. 
Nf = (I5-Ib) - (I4-Ib)*100/(I5-Ib)       Gl. 4 
Eine weitere ROI auf der Plasmamembran (ROI 2), in der YFP nicht geblichen wurde, diente 
der Ermittlung eines Kontrollwertes (FRET-control, Cf) für die FRET-unabhängige 
Veränderung der Donorfluoreszenz während des Bleichens in der ROI 1. 
Cf = (I6ROI 2-Ib) - (I5ROI 2-Ib)*100/(I6ROI 2-Ib)      Gl. 5 
An einer fixierten Zelle wurde jeweils nur eine FRET-Messung durchgeführt. In die 
Auswertung der Messergebnisse wurden nur Zellen einbezogen, deren Verhältnis von Donor- 
zu Akzeptorfluoreszenzintensität zwischen 1,1 und 2,5 lag. 
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2.9.6 Mikroskopische Quantifizierung der Bimolekularen Fluoreszenz-
komplementation (BiFC) 
Zur Quantifizierung des Ausmaßes der BiFC-Fluoreszenz in fixierten Zellen wurden die 
Zellen mit einem 20-fach vergrößernden Objektiv (Plan-Apochromat 20/0,75, Zeiss, Jena) 
untersucht. Die in Kapitel 2.9.1 beschriebenen Strahlengänge für BiFC-Kombinationen 
wurden beibehalten. Im Folgenden sind die Einstellungen und Auswertungsverfahren für mit 
gp130/id-YC173 und gp130/id-YN173 ko-transfizierte Zellen beschrieben. Die Aufnahme- 
und Auswertungsparameter der mit LIFR/id-CN173 und gp130/id-YC173 ko-transfizierten 
Zellen sind in Klammern gesetzt. Bei beiden Transfektionsansätzen wurden mit gp130/id-
YC173 transfizierte Zellen als Negativkontrolle verwendet und in der gleichen Weise wie der 
jeweilige Ko-Transfektionsansatz behandelt. 
Die Anregungsenergie der Laserlinien betrug bei bei der Benutzung der 458 nm 
Laserwellenlänge 70% und bei der Benutzung der 514 nm Laserwellenlänge 50% von 25 
mW. Die Transmission des AOTF für 514 nm war auf 6,1% und für 458 nm auf 8,0% 
eingestellt. Die Ebenenschichtdicke der Bilder lag bei 2 µm. Die Auflösung der Bilder betrug 
512 x 512 Pixel und die Graustufenauflösung umfasste 4096 Werte (12 bit-Modus). Die 
Spannung am PMT betrug 1000 V. 
Die mit diesen Einstellungen aufgenommenen Bilder wurden innerhalb der Zeiss-LSM510 
Bilbearbeitungsausstattung zweimal hintereinander durch eine Lowpass-Filtermatrix der 
Kantenlänge 7 x 7 Pixel geglättet, die Helligkeitsstufen 0 – 130 des 12 bit D/A-Wandlers 
subtrahiert und die verbliebenen Helligkeitsstufen um die abgezogenen 130 Stufen erniedrigt. 
Danach erfolgte die Einteilung der 4096 Helligkeitsstufen des 12 bit D/A-Wandlers in 64 
Signalintensitätsstufen. Die Verteilungsmuster der Pixelmengen eines jeden Bildes auf die 64 
Intensitätsstufen wurden in das Programm Microsoft Excel importiert und die 
Intensitätsstufen, in denen sich die BiFC-Fluoreszenz am deutlichsten von der 
Eigenfluoreszenz der Zellen abhob, analysiert. 
In den Aufnahmen der mit Zellen bewachsenen Deckgläschen ist selten die gesamte sichtbare 
Fläche mit Zellen bewachsen. Deshalb wurde bei der Auswertung mit dem Programm 
Microsoft Excel zuerst die Menge der Bildpixel der unbewachsenen Bildfläche von der 
Gesamtpixelmenge der Bilder (n = 262144) subtrahiert. Diese Berechnung ergab die 
Pixelmenge der bewachsenen Fläche im Bild. Nun wurden alle Pixelmengen der 64 
Intensitätsstufen durch die Pixelmenge der bewachsenen Fläche dividiert. Durch die 
Normierung auf die jeweilige bewachsene Fläche (= Pixelmenge) können alle 
Verteilungsmuster der Pixel von Bildern eines Transfektionsansatzes auf die 64 
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Intensitätsstufen untereinander verglichen werden. In diesem Sinne wurden die Pixelmengen 
einer jeden Intensität in allen Aufnahmen eines Ansatzes gemittelt und graphisch gegen die 
Fluoreszenzintensität aufgetragen. 
Die BiFC-Fluoreszenz zeigte sich am deutlichsten im Intensitätsbereich zwischen 576–1344 
(192–384). Zur Verdeutlichung der Unterschiede in der Menge der durch BiFC 
fluoreszierenden Zellen wurden bei unstimulierten bzw. stimulierten Ansätzen jeweils die 
Pixel des Bereiches 576–1344 (192–384) summiert, gemittelt und abschließend graphisch mit 
Hilfe eines Balkendiagramms miteinander verglichen. 
2.9.7 Statistik 
2.9.7.1 Prüfung der Signifikanz 
Die Signifikanz der Unterschiede der Mittelwerte zweier Messwertgruppen wurde mit einem 
t-Test im Programm Microsoft Excel (Microsoft, USA) ermittelt. Dabei wurde als 
Nullhypothese die Annahme zugrunde gelegt, dass die Mittelwerte beider Stichproben 
identisch sind. Zwei Mittelwerte wurden als signifikant unterschiedlich betrachtet, wenn die 
Nullhypothese mit einer Fehlerwahrscheinlichkeit von p ≤ 0,05 zurückgewiesen werden 
konnte. Eine Signifikanz von p < 0,05 wurde im Diagramm mit einem Stern gekennzeichnet. 
p < 0,01 wurde mit zwei Sternen und p < 0,001 wurde mit drei Sternen gekennzeichnet. 
2.9.7.2 Standardabweichung 
Die Standardabweichung der Messwertgruppen wurde als Standardabweichung einer 
Stichprobe aus einer Grundgesamtheit im Programm Microsoft Excel (Microsoft, USA) 
berechnet und ist in den Diagrammen als Linie mit Endstrich dargestellt. 
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3 Ergebnisse 
3.1 Untersuchungen zur Assoziation von gp130 und Jak1 
Im Gegensatz zu Rezeptor-Tyrosinkinasen besitzen Zytokinrezeptoren in ihrem 
zytoplasmatischen Teil keine intrinsische Kinaseaktivität. Sie assoziieren jedoch nicht-
kovalent mit Janus-Kinasen. Für die Signaltransduktion des Zytokinrezeptors gp130 ist Jak1 
die wichtigste Kinase [27]. Die Eigenschaften der Bindung zwischen gp130 und Jak1 werden 
im Folgenden eingehend untersucht. Dabei stand die Beantwortung von zwei Fragen zur 
Natur der Wechselwirkung zwischen gp130 und Jak1 im Mittelpunkt, die eine möglichst 
umfassende Erklärung der Bindungsdynamik erlauben würden: 
1. Stehen Rezeptor-assoziierte Jak1-Moleküle im Austausch mit einer zytoplasmatischen 
Jak1-Fraktion? 
2. Existiert ein Austausch von Jak1 zwischen membranständigen Zytokinrezeptoren, 
oder sind Jak1-Moleküle dauerhaft mit dem zytoplasmatischen Teil von gp130 
verbunden? 
Zur Klärung dieser Fragen wurden einzelne Zellen am konfokalen Mikroskop untersucht. Wie 
schon unter 1.2 ausgeführt, ermöglicht das konfokale Mikroskop eine besonders schonende 
Untersuchung der Lokalisation und der Bewegungen von Molekülen in lebenden Zellen. Dies 
ist vor allem bei der Analyse der Beziehung zwischen gp130 und Jak1 unverzichtbar, da die 
oben aufgeführten Fragestellungen eine Beobachtung der molekularen Bewegungen 
einschließen und deshalb nur an intakten Zellen untersucht werden können. 
Zur Beantwortung der ersten Fragestellung wurden Fusionsproteine von gp130 bzw. Jak1 mit 
einer cyan und einer gelb fluoreszierenden Variante des GFP hergestellt. Das cyan fluorescent 
protein (CFP) und das yellow fluorescent protein (YFP) wurden dafür ausgewählt, weil ihre 
spektralen Eigenschaften eine gute anregungs- und emissionsseitige Trennung erlaubten und 
die Lichtausbeute der beiden GFP-Varianten den Anforderungen der geplanten Experimente 
am konfokalen Mikroskop entsprach. Mit Hilfe dieser fluoreszierenden Fusionsproteine sollte 
die subzelluläre Verteilung von gp130 und Jak1 sowie vor allem ihre Diffusions-
geschwindigkeit untersucht werden, um durch einen Vergleich das Ausmaß der Assoziation 
von gp130 und Jak1 zu bestimmen. Ein zytoplasmatisches Protein diffundiert etwa um den 
Faktor 100 schneller als ein membranassoziiertes bzw. membranständiges Protein [81]. Diese 
Eigenschaft sollte Auskunft über das Ausmaß des Austausches zwischen membranständigen 
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und zytoplasmatischen Janus-Kinasen geben. Als Maß der Diffusionsgeschwindigkeit der 
fluoreszierenden Fusionsproteine wurde die in FRAP-Experimenten (vgl. 1.2.1 sowie 2.9.4.1) 
ermittelte Halbwertzeit der Fluoreszenzwiederkehr (t1/2) in einer zuvor ausgeblichenen 
Membranregion einer lebenden Zelle verwendet. Eine relativ kurze Halbwertzeit bedeutet 
eine hohe Diffusionsgeschwindigkeit, während eine relativ lange Halbwertzeit auf eine 
langsame Ausbreitung der Moleküle schließen lässt. Die im folgenden vorgestellten 
Experimente wurden fast ausschließlich mit transient überexprimierenden Zellen 
durchgeführt. Da Jak1 unter Bedingungen der Überexpression konstitutiv phosphoryliert 
vorliegt, wurden die Versuche auch jeweils mit einer Kinase-defizienten Mutante von Jak1 
(Jak1/kd) ausgeführt [46]. Das Fusionsprotein aus Jak1/kd und YFP (Jak1/kd-YFP) ist, wie S. 
Wortmann und C. Roderburg (Institut für Biochemie, RWTH-Aachen) zeigten, auch unter 
den Bedingungen der transienten Überexpression nicht konstitutiv phosphoryliert. 
3.1.1 Subzelluläre Verteilung von gp130-Fusionsproteinen 
Zu Beginn der Untersuchungen zur Interaktion zwischen gp130 und Jak1 wurde die 
subzelluläre Verteilung von Fusionsproteinen aus gp130 und YFP mit Hilfe der konfokalen 
Mikroskopie analysiert. Ein Bild der Verteilung des Zytokinrezeptors ohne ko-exprimierte 
Kinase liefert im Vergleich mit Bildern späterer Ko-Expressionsansätze mit Jak1 
Informationen über mögliche Einflüsse von Jak1 auf die Verteilung von gp130. 
In dem Konstrukt gp130-YFP folgt YFP auf den C-Terminus von humanem gp130. 
Eingesetzt wurde auch eine verkürzte Variante von gp130 (Aminosäuren 1-668), auf deren C-
terminales Ende ebenfalls YFP folgt. Dieses verkürzte Konstrukt wird als gp130/id-YFP 
bezeichnet und ist internalisierungsdefizient, da es nicht über das Dileuzinmotiv (Leu786 - 
Leu787) verfügt (Abbildung 13). 
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Abbildung 13: Schematische Darstellung der zur subzellulären Lokalisation von gp130 
verwendeten fluoreszierenden Fusionsproteine 
Der doppelte Querstrich im linken Molekül (gp130-YFP) steht für das im verkürzten rechten Konstrukt 
(gp130/id-YFP) fehlende, als Internalisierungssignal wirksame Dileuzinmotiv (LL). 
Ein Vorteil internalisierungsdefizienter, fluoreszierender Rezeptorkonstrukte liegt in ihrer, im 
Vergleich zu internalisierbaren Rezeptoren, stärkeren Anreicherung in der Plasmamembran 
und dem damit verbundenen stärkeren Fluoreszenzsignal. In konfokalen Bildern wird dadurch 
ein besseres Verhältnis des Signals zum Hintergrundrauschen erreicht und damit eine 
eindeutigere Bildinformation erzeugt. 
 
Abbildung 14: Die subzelluläre Verteilung von fluoreszierenden gp130-Fusionsproteinen 
COS7-Zellen wurden mit den Expressionsvektoren für gp130-YFP (A) und gp130/id-YFP (B) 
transfiziert. 48 h nach der Transfektion wurden konfokale Bilder der Zellen aufgenommen. 
Die konfokalen Aufnahmen in Abbildung 14 zeigen das typische Expressionsmuster der 
gp130 Fusionsproteine in COS7-Zellen. Die Rezeptorkonstrukte erscheinen als 
membrangebundene Proteine, die neben der Lokalisation in der Plasmamembran auch an 
intrazellulären Membranen und Vesikeln angereichert sind (Abbildung 14A). Die 
Internalisierungsdefizienz des Fusionsproteins gp130/id-YFP bewirkt eine verstärkte 
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Anreicherung in der Plasmamembran. Die Plasmamembran tritt dadurch - wie in Abbildung 
14B erkennbar - deutlicher hervor. 
Die Rezeptorfusionsproteine wurden durch C. Au-Yeung, S. Wortmann und C. Roderburg 
(Institut für Biochemie, RWTH-Aachen) biochemisch charakterisiert. Dabei wurde ihre 
Fähigkeit zur Assoziation mit Jak1 nachgewiesen. Im Rahmen dieser biochemischen 
Kontrollen zur Funktionsfähigkeit der Fusionsproteine konnte auch die Liganden-induzierte 
STAT3-Aktivierung durch ein chimäres gp130-Rezeptorfusionsprotein gezeigt werden, 
dessen zytoplasmatischer Teil mit CFP verbunden ist [82]. 
3.1.2 Die subzelluläre Verteilung von ko-exprimierten fluoreszierenden gp130- und 
Jak1-Fusionsproteinen 
Zur Untersuchung der Interaktion zwischen gp130 und Jak1 wurde zuerst die subzelluläre 
Verteilung von Jak1 mit der von gp130 in COS7-Zellen verglichen. Die dabei neben gp130-
YFP und gp130-CFP verwendeten Fusionsproteine Jak1-YFP, Jak1-CFP und Jak1/kd-YFP 
(Abbildung 15) wurden durch eine Fusion des fluoreszierenden Proteins an den C-Terminus 
der Kinasedomäne von Jak1 über ein Verbindungspeptid mit einer Länge von neun 
Aminosäuren kloniert. 
Abbildung 15: Schematische Darstellung der zur subzellulären Lokalisation von gp130 und Jak1 
verwendeten Fusionsproteine 
FP = fluoreszierendes Protein 
Bei Jak1/kd handelte es sich um die Kinase-defiziente (kd) K907E Mutante von Jak1 [46]. 
Das Fusionsprotein aus Jak1/kd und YFP wurde von S. Diefenbach (Institut für Biochemie, 
RWTH-Aachen) hergestellt. Die hier vorgestellten Versuche mit diesem Konstrukt wurden in 
Kooperation mit Frau Diefenbach durchgeführt. 
Für die konfokalen Bilder in Abbildung 16 wurden COS7-Zellen mit gp130-YFP und Jak1-
CFP (Abbildung 16A), mit gp130-CFP und Jak1-YFP (Abbildung 16B) oder mit gp130-CFP 
und Jak1/kd-YFP (Abbildung 16C) ko-transfiziert. 
FP
gp
13
0
Jak1 FP
FP
gp
13
0
Ergebnisse 53 
Abbildung 16: Verteilung von fluoreszierendem gp130 und Jak1 in COS7-Zellen 
COS7-Zellen wurden mit den Expressionsvektoren für gp130-YFP und Jak1-CFP (A), gp130-CFP und 
Jak1-YFP (B) oder für gp130-CFP und Jak1/kd-YFP (C) transfiziert. 48 h nach der Transfektion 
wurden konfokale Bilder der CFP- und YFP-Fluoreszenz transfizierter, lebender Zellen in einer auf 
37°C temperierten Perfusionskammer aufgenommen. 
Bei den in Abbildung 16 gezeigten Zellen handelte es sich um lebende, transient transfizierte 
Zellen. Ein Überstrahlen der Fluoreszenz aus dem CFP- in den YFP-Fluoreszenzkanal und 
umgekehrt ist durch die Wahl der speziell an die Fluorophore angepassten Strahlengänge (vgl. 
Kapitel 2.9.1) ausgeschlossen. 
Die Verteilung der gp130-Fusionsproteine wurde durch die Ko-Expression mit Janus-Kinasen 
nicht verändert (vgl. Abbildung 14). Die intrazelluläre Verteilung von Jak1-YFP (vgl. 
Abbildung 16B) und Jak1/kd-YFP (vgl. Abbildung 16C) gleicht der von gp130-YFP (vgl. 
Abbildung 16A). Jak1-YFP und Jak1/kd-YFP befinden sich hauptsächlich an der 
gp130-CFP + Jak1-YFP
10 µm 10 µm 10 µm
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Plasmamembran und an intrazellulären Membranstrukturen. Das übereinstimmende zelluläre 
Verteilungsmuster der transient exprimierten Proteine zeigt, dass Jak1 unabhängig von 
seinem Phosphorylierungszustand mit gp130 kolokalisiert auftritt und die Assoziation mit 
gp130 nicht nur auf die Plasmamembran beschränkt ist. 
3.1.3 Der Vergleich der Diffusionseigenschaften von gp130-YFP, Jak1-YFP und 
Jak1/kd-YFP 
Eine Kolokalisation an der Plasmamembran und an intrazellulären Membranstrukturen, wie 
sie im Kapitel 3.1.2 für gp130 und Jak1 Fusionsproteine gezeigt wurde, legt zwar eine 
Assoziation beider Proteine nahe, sagt allerdings noch nichts über die Stärke dieser 
Assoziation aus. Eine Möglichkeit zur weiterführenden Analyse von Proteininteraktionen mit 
Hilfe des konfokalen Mikroskops besteht im Vergleich der Diffusion der fluoreszierenden 
Moleküle. Durch den Vergleich der Diffusionsgeschwindigkeit und der mobilen Fraktion 
können Erkenntnisse über die Assoziation der Moleküle gewonnen werden. Wenn zwei 
fluoreszenzmarkierte Proteine ungleiche Diffusionsgeschwindigkeiten und unterschiedliche 
Anteile mobiler Moleküle aufweisen, kann man davon ausgehen, dass sie nicht fest 
miteinander assoziiert sind. Die Assoziation hätte sonst eine Angleichung der 
Diffusionseigenschaften der Proteine bedingt. 
Im Sinne einer derartigen Assoziationsanalyse wurden die Diffusionsgeschwindigkeiten von 
gp130-YFP und Jak1-YFP sowie Jak1/kd-YFP mit der FRAP-Methode (vgl. Kapitel 1.2.1 
sowie Kapitel 2.9.4.1) bestimmt. 
3.1.3.1 Die Bestimmung der Diffusion membranständiger, fluoreszierender Moleküle 
durch fluorescence recovery after photobleaching (FRAP) 
Zur Bestimmung der Diffusion von membranständigen YFP-Fusionsproteinen wurden kleine 
Regionen der Plasmamembran (regions of interest, ROIs) lebender COS7-Zellen, die YFP-
Fusionsproteine exprimierten, mit dem 514 nm Laser des konfokalen Mikroskops geblichen 
(Abbildung 17). 
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Abbildung 17: Verdeutlichung der FRAP-Analyse an der Plasmamembran 
48 h nach der Transfektion von COS7-Zellen mit dem Expressionsvektor für gp130-YFP wurden die 
lebenden Zellen mit konfokaler Mikroskopie untersucht. (A) Die in der Zeitreihe beispielhaft 
abgebildete Zelle ist in einer Fehlfarbkodierung wiedergegeben, die hohe Fluoreszenzintensitäten in 
Rot und niedrige Intensitäten in Blau anzeigt. Zum Zeitpunkt 0 s wurde eine region of interest (ROI) 
von 1,3 µm Durchmesser an der Plasmamembran mit Laserlicht der Wellenlänge 514 nm geblichen. 
Vorher und nachher wurden zu den angegebenen Zeitpunkten Bilder aufgenommen. (B) Für das 
abgebildete Beispiel eines Graphen der Fluoreszenzintensität innerhalb der ROI in Abhängigkeit von 
der Zeit wurde einmal pro Sekunde die mittlere Fluoreszenzintensität der ROI gemessen. Die 
angegebenen relativen Intensitäten beziehen sich auf die mittlere Intensität in der ROI vor dem 
Bleichen. Rechts neben dem Graph sind die Anteile der immobilen und der mobilen Fraktion 
dargestellt. Eine Regressionskurve zur Berechnung der t1/2 der Fluoreszenzwiederkehr ist in Rot 
eingetragen (zur Berechnung der Regression vgl. Kapitel 2.9.4.1). 
In den meisten Fällen wurde die ursprüngliche Fluoreszenz durch das Bleichen um 70 - 80% 
verringert. Nach dem Bleichen wurde die Wiederkehr der Fluoreszenz durch laterale 
Diffusion der YFP-Fusionsproteine in der Plasmamembran mittels einer Bilderserie der ROI 
registriert. In Abbildung 17A ist zur Verdeutlichung eine ganze Zelle abgebildet und die zum 
Zeitpunkt 0 s geblichene Fläche der ROI durch einen Pfeil gekennzeichnet. In einem 
typischen FRAP-Experiment wird nur die Fluoreszenz der ROI registriert (Abbildung 17B, 
schwarze Kurve). In der dargestellten Beispielmessung wird eine Fluoreszenzwiederkehr von 
ca. 85% der Ausgangsintensität erreicht (vgl. Abbildung 17B). Eine schnelle Erhöhung der 
Fluoreszenz nach dem Bleichen lässt dabei auf eine hohe Diffusionsgeschwindigkeit der 
untersuchten Moleküle schliessen und schlägt sich in einer relativ kurzen Halbwertzeit nieder. 
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Die unvollständige Fluoreszenzwiederkehr ist ein bekanntes Phänomen der FRAP-Messungen 
an lebenden Zellen. Die Differenz zwischen dem Endwert der Fluoreszenzwiederkehr und der 
ursprünglichen Fluoreszenzintensität - in der Beispielkurve von Abbildung 17B ca. 15% - 
wird als „immobile Fraktion“ bezeichnet. Die immobile Fraktion gibt den Anteil der 
fluoreszierenden Moleküle an, die nicht frei diffundieren können bzw. so langsam 
diffundieren, dass ihre Bewegung nicht im Beobachtungszeitraum registriert werden kann. 
Wäre die immobile Fraktion durch den Energieeintrag des Laserstrahls hervorgerufen, dann 
würde wiederholtes Bleichen zu einer Vergrößerung der immobilen Fraktion führen. Das 
mehrfache Bleichen einer ROI innerhalb des oben beschriebenen FRAP-Versuchsablaufs 
führte jedoch zu keiner Veränderung der immobilen Fraktion (Abbildung 18). Die immobile 
Fraktion ist deshalb kein Artefakt der Bleichprozedur, sondern höchstwahrscheinlich in der 
Wechselwirkung der untersuchten fluoreszierenden Fusionsproteine mit immobilen Partnern 
begründet. 
Abbildung 18: Mehrfaches Bleichen einer Membranregion 
An der Plasmamembran gp130-YFP-transfizierter COS7-Zellen wurde eine ROI mit einem 
Durchmesser von 1,3 µm geblichen. Nachdem die Fluoreszenzintensität einen nahezu konstanten Wert 
erreicht hatte, wurde erneut geblichen und die Fluoreszenzwiederkehr registriert. 
Für quantitative FRAP-Messungen wurden zwei verschiedene ROIs auf der Plasmamembran 
mit einem Durchmesser von je 1,3 µm definiert. Eine dieser beiden ROIs wurde geblichen 
und in ihr die Fluoreszenzwiederkehr gemessen. Die andere ROI wurde nicht geblichen. Sie 
diente der Erkennung von Bewegungen der Plasmamembran. Experimente, die 
Intensitätsschwankungen in dieser Kontroll-ROI aufwiesen, wurden verworfen. Aus der 
Zunahme der Fluoreszenz in der geblichenen ROI wurde die Halbwertzeit der 
Fluoreszenzwiederkehr mittels einer Regressionskurve berechnet (vgl. roter Graph in 
Abbildung 17B, zur Berechnung der Regression vgl. Kapitel 2.9.4.1). Eine dritte ROI in einer 
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zellfreien Fläche der Fokusebene diente der Registrierung der Hintergrundfluoreszenz 
während der gesamten Messung und wurde ebenfalls nicht geblichen. Die 
Hintergrundfluoreszenz wurde von den Intensitäten in der geblichenen ROI abgezogen. 
3.1.3.2 Die Diffusion von gp130-YFP 
Zuerst wurde die Diffusion von gp130-YFP untersucht. Im Diagramm der Abbildung 19A 
sind die Halbwertzeiten der Fluoreszenzwiederkehr von gp130-YFP in gp130-YFP und Jak1-
CFP ko-exprimierenden COS7-Zellen (n = 7) dargestellt. 
Abbildung 19: Quantitative FRAP-Analyse von gp130-YFP 
COS7-Zellen wurden mit den Expressionsvektoren für gp130-YFP und Jak1-CFP transfiziert und nach 
48 h eine FRAP-Analyse zur Bestimmung der t1/2 der Fluoreszenzwiederkehr von gp130-YFP 
durchgeführt. Je Zelle wurden mehrere Messungen an verschiedenen Stellen der Plasmamembran 
vorgenommen. In (A) sind die mittleren t1/2 der Fluoreszenzwiederkehr für jede der untersuchten 
Zellen mit der jeweiligen Standardabweichung angegeben. In (B) sind die t1/2-Werte aller Messungen 
als Funktion der initialen Fluoreszenzintensität in der ROI 1 aufgetragen. In (C) sind die mobilen 
Fraktionen aller FRAP Messungen aus (B) als Funktion der initialen Fluoreszenzintensität in der ROI 
1 dargestellt. (D) zeigt die t1/2 der Fluoreszenzwiederkehr aller FRAP-Messungen als Funktion der 
mobilen Fraktion. 
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Pro Zelle wurden drei bis sechs FRAP-Messungen durchgeführt und der Mittelwert gebildet. 
Die durchschnittlichen Halbwertzeiten der Fluoreszenzwiederkehr für gp130-YFP liegen in 
den einzelnen Zellen im Bereich von 13,2 - 20,2 s. Der Mittelwert aller untersuchten Zellen 
liegt bei 16,1 ± 2,1 s (siehe auch Tabelle III Seite 61). 
Aufgrund der Verwendung transient transfizierter COS7-Zellen für die FRAP-Experimente 
variieren die Konzentrationen fluoreszierender Proteine zwischen den untersuchten Zellen. Da 
jedoch alle Experimente mit identischen Mikroskopeinstellungen durchgeführt wurden, ist die 
Fluoreszenzintensität zu Beginn der FRAP-Messungen ein guter Indikator für die 
Expressionsstärke des untersuchten fluoreszierenden Proteins. In Abbildung 19B sind die 
Halbwertzeiten der Fluoreszenzwiederkehr von gp130-YFP aller FRAP-Messungen als eine 
Funktion der Fluoreszenzintensität vor dem Bleichen in den untersuchten ROIs dargestellt. Es 
kann keine Abhängigkeit zwischen der Halbwertzeit und der Fluoreszenzintensität festgestellt 
werden. Dies bedeutet, dass die Mobilität des fluoreszierenden gp130 nicht von seiner 
Konzentration innerhalb der Membran abhängt. 
Aus jeder aufgenommenen FRAP-Kurve wurde die mobile und die immobile Fraktion 
berechnet. Aus der Auftragung der mobilen Fraktion gegen die Fluoreszenzintensität vor dem 
Bleichen in Abbildung 19C ist ersichtlich, dass auch die mobile Fraktion von der 
Fluoreszenzintensität in der untersuchten ROI unabhängig ist. Somit ist die immobile Fraktion  
unabhängig von der Konzentration an gp130-YFP. 
Eine Abhängigkeit tritt erst dann auf, wenn man die Halbwertzeit der Fluoreszenzwiederkehr 
gegen die mobile Fraktion aufträgt (vgl. Abbildung 19D). Eine große mobile Fraktion von 
gp130-YFP geht einher mit einer niedrigen Halbwertzeit der Fluoreszenzwiederkehr. Hohe 
Diffusionsgeschwindigkeiten von gp130 scheinen in den untersuchten Zellen nur möglich zu 
sein, wenn der Anteil immobiler gp130-Moleküle klein ist. 
3.1.3.3 Das Diffusionsverhalten von Jak1-YFP und Jak1/kd-YFP 
Anhand der Verteilung von Jak1-YFP und Jak1/kd-YFP in den konfokalen Aufnahmen der 
Abbildung 16 (Seite 53) kann nicht ausgeschlossen werden, dass die membran-gebundenen 
Janus-Kinasen mit einer kleinen Menge zytoplasmatischer Janus-Kinasen in ständigem 
Austausch stehen. Da aber zytosolische Proteine mindestens 100-fach schneller diffundieren 
als membrangebundene [81], müsste sich ein Austausch membrangebundener Janus-Kinasen 
mit zytosolischen in einer im Vergleich zu gp130 deutlich verkürzten Halbwertzeit der 
Fluoreszenzwiederkehr niederschlagen. Die Halbwertzeiten der Fluoreszenzwiederkehr von 
Jak1-YFP und Jak1/kd-YFP wurden in gleicher Weise wie im Fall von gp130-YFP bestimmt. 
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Adäquat zur Jak1-CFP Ko-Expression bei der Messung der gp130-YFP-
Fluoreszenzwiederkehr wurde bei der Bestimmung der Halbwertzeiten für Jak1-YFP und 
Jak1/kd-YFP in den untersuchten Zellen jeweils gp130-CFP ko-exprimiert. Bei Jak1-YFP 
schwanken die mittleren Halbwertzeiten der gemessenen Zellen (n = 16) zwischen 10,3 und 
20,3 s (Abbildung 20A). Die mittlere Halbwertzeit der Fluoreszenzwiederkehr aller 
gemessenen Zellen für Jak1-YFP liegt bei 14,2 ± 3,0 s (Tabelle III, Seite 61).  
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Abbildung 20: Quantitative FRAP-Analyse von Jak1-YFP und Jak1/kd-YFP 
COS7-Zellen wurden mit den Expressionsvektoren für Jak1-YFP und gp130-CFP bzw. Jak1/kd-YFP 
und gp130-CFP transfiziert. Nach 48 h wurde eine FRAP-Analyse zur Bestimmung der t1/2 der 
Fluoreszenzwiederkehr durchgeführt. Je Zelle wurden mehrere Messungen an verschiedenen Stellen 
der Plasmamembran vorgenommen. In A bzw. E sind die mittleren t1/2 der Fluoreszenzwiederkehr für 
Jak1-YFP
(gp130-CFP ko-exprimiert)
Jak1/kd-YFP
(gp130-CFP ko-exprimiert)A
0
5
10
15
20
25
30
0
5
10
15
20
25
30
0
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7
0,8
0,9
1
0
5
10
15
20
25
30
0
5
10
15
20
25
30
16
Zelle
0
5
10
15
20
25
30
0
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7
0,8
0,9
1
0
5
10
15
20
25
30
HD
G
F
C
B
E
0
30
t 1
/2
[s]
25
20
15
10
5
0
30
t 1
/2
[s]
25
20
15
10
5
0
30
t 1
/2
[s]
25
20
15
10
5
0
30
t 1
/2
[s]
25
20
15
10
5
3
t 1
/2
[s]
2
2
1
1
3
t 1
/2
[s]
2
2
1
1
642 8 10 12 14 8
Zelle
321 4 5 6 7 9 10
0 3000
Fluoreszenzintensität
vor dem Bleichen
500 1000 1500 2000 2500
0 3000
Fluoreszenzintensität
vor dem Bleichen
500 1000 1500 2000 2500 0 3000
Fluoreszenzintensität
vor dem Bleichen
500 1000 1500 2000 2500
0 3000
Fluoreszenzintensität
vor dem Bleichen
500 1000 1500 2000 2500
100
m
ob
ile
 F
ra
kt
io
n 
[%
]
80
60
40
20
0
100
m
ob
ile
 F
ra
kt
io
n 
[%
]
80
60
40
20
mobile Fraktion [%]
10020 40 60 800
mobile Fraktion [%]
10020 40 60 800
t 1
/2
[s]
t 1
/2
[s]
t 1
/2
[s]
t 1
/2
[s]
t 1
/2
[s]
t 1
/2
[s]
m
ob
ile
 F
ra
kt
io
n 
[%
]
m
ob
ile
 F
ra
kt
io
n 
[%
]
Ergebnisse 61 
jede der untersuchten Zellen mit der jeweiligen Standardabweichung angegeben. In B und F sind die 
t1/2-Werte aller Messungen als Funktion der initialen Fluoreszenzintensität im ROI 1 aufgetragen. In  
C und G sind die mobilen Fraktionen aller FRAP-Messungen aus A und E als Funktion der initialen 
Fluoreszenzintensität im ROI 1 dargestellt. D bzw. H zeigen die t1/2 der Fluoreszenzwiederkehr aller 
FRAP-Messungen als Funktion der mobilen Fraktion. 
Im Falle von Jak1/kd-YFP variieren die Halbwertzeiten der untersuchten Zellen zwischen 
20,6 und 8,8 s (Abbildung 20E). Alle 10 untersuchten Zellen ergeben für Jak1/kd-YFP eine 
mittlere Halbwertzeit der Fluoreszenzwiederkehr von 15,7 ± 4 s (Tabelle III). Die 
Diffusionsgeschwindigkeiten von Jak1-YFP, Jak1/kd-YFP und gp130-YFP sind - wie aus 
Abbildung 20 und den in Tabelle III gelisteten Halbwertzeiten der Fluoreszenzwiederkehr 
hervorgeht - also nahezu identisch. Jak1 hat demnach die gleiche Diffusionsgeschwindigkeit 
wie ein Transmembranprotein. Ebenso ist die Fluoreszenzwiederkehr bei Jak1-YFP und 
Jak1/kd-YFP nicht von der initialen Fluoreszenzintensität in den untersuchten ROIs abhängig 
(vgl. Abbildung 20B und Abbildung 20F). Die Diffusionsgeschwindigkeiten von Jak1-YFP 
und Jak1/kd-YFP werden im untersuchten Bereich, wie schon für gp130-YFP erkannt, nicht 
vom Expressionslevel der fluoreszierenden Proteine beeinflusst. Darüber hinaus ist bei der 
Auftragung der mobilen Fraktion von Jak1-YFP und Jak1/kd-YFP gegen die 
Fluoreszenzintensität vor dem Bleichen keine Abhängigkeit erkennbar (vgl. Abbildung 20C 
und Abbildung 20G). Gleich dem Verhalten von gp130-YFP ist auch bei Jak1-YFP und 
Jak1/kd-YFP die Menge mobiler Moleküle nicht von der Expressionsstärke und damit der 
Konzentration der Moleküle an der Plasmamembran abhängig. 
Zudem gleichen sich die mobilen Fraktionen aller drei untersuchten Moleküle (vgl. Tabelle 
III). Sie liegen bei ca. 77%. 
Tabelle III: Zusamenfassung der FRAP-Halbwertzeiten der YFP-Fusionsproteine bei 37°C. 
analysiertes 
fluoreszierendes 
Protein 
ko-exprimiertes 
fluoreszierendes 
Protein 
Anzahl 
untersuchter 
Zellen 
[n] 
t1/2  
[s] 
Fluoreszenz-
intensität 
[0 - 4096] 
Helligkeitsstufe 
des 12-bit D/A-
Wandlers 
mobile 
Fraktion 
[%] 
gp130-YFP Jak1-CFP 7 16,1 ± 2,1 1096 ± 453 77,7 ± 4,1 
Jak1-YFP gp130-CFP 16 14,2 ± 3,0 1073 ± 360 78,2 ± 4,2 
Jak1/kd-YFP gp130-CFP 10 15,7 ± 4,0 1053 ± 619 76,3 ± 5,3 
Mittelwerte ± Standardabweichungen 
Die untersuchten Jak1-Fusionsproteine verhalten sich auch bezüglich der Abhängigkeit der 
Halbwertzeiten von der Größe der mobilen Fraktion wie gp130-YFP (vgl. Abbildung 20D 
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und 20H): Bei allen ist mit zunehmender mobiler Fraktion eine linear abnehmende 
Halbwertzeit der Fluoreszenzwiederkehr erkennbar. 
Abbildung 21: Vergleich t1/2 der Fluoreszenzwiederkehr von gp130-YFP und Jak1-YFP 
Im Balkendiagramm sind die t1/2 der Fluoreszenzwiederkehr von gp130-YFP (weiß), Jak1-YFP 
(hellgrau) und Jak1/kd-YFP (dunkelgrau) dargestellt. Die YFP-Fusionsproteine und ihre mit CFP 
verbundenen Partner wurden in COS7-Zellen ko-exprimiert. 
Es ist bemerkenswert, dass Jak1, als membranassoziiertes Molekül bezüglich seiner 
immobilen Fraktion sowie deren Verhältnis zur Diffusionsgeschwindigkeit die gleichen 
Eigenschaften aufweist, wie das integrale Transmembranprotein gp130.  
Die Übereinstimmung der Diffusionsgeschwindigkeiten (Abbildung 21) weist zudem darauf 
hin, dass Jak1 nicht im Austausch mit einer zytoplasmatischen Fraktion steht (Abbildung 22). 
Die bereits erwähnte etwa 100-fach erhöhte Diffusionsgeschwindigkeit zytoplasmatischer 
Proteine gegenüber membranständigen hätte sich in den Messwerten niederschlagen müssen. 
Jak1 erhält vielmehr durch gp130 die Bewegungseigenschaften eines Transmembranproteins. 
Die Assoziation von Jak1 mit gp130 ist demnach sehr ausgeprägt. 
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Abbildung 22: Es besteht kein Austausch zwischen membranständigen und zytoplasmatischen 
Jak1-Molekülen 
Ein Austausch der membranassoziierten Jak1 mit einer hochmobilen zytoplasmatischen Fraktion von 
Jak1 hätte sich in einer im Vergleich zu gp130 erhöhten Mobilität niederschlagen müssen. 
Dabei scheint die Phosphorylierung von Jak1-YFP aufgrund der hohen transienten 
Expressionsstärke keine Auswirkungen auf die Diffusion zu haben, denn die für Jak1/kd-YFP 
ermittelten Werte gleichen den für Jak1-YFP ermittelten Werten (Abbildung 20, Tabelle III). 
Die untersuchten Diffusionseigenschaften von Jak1 sind somit unabhängig vom 
Phosphorylierungszustand des Moleküls. Im folgenden Kapitel wird die Abhängigkeit der 
Diffusion von Jak1-YFP von der Expressionsstärke des Fusionsproteins untersucht. 
3.1.4 Die Mobilität von Jak1-YFP bei geringer Expression 
Um sicherzustellen, dass die beobachtete Jak1-Mobilität nicht durch die hohe 
Expressionsstärke in COS7-Zellen beeinflusst ist, wurde die Mobilität von Jak1-YFP bei sehr 
niedrigen Expressionsmengen untersucht. 
Es wurden Jak1-defiziente U4C Zellen verwendet, die mit der DNS für Jak1-YFP stabil 
transfiziert waren. Die niedrige Expressionsstärke in diesen Zellen bewirkt, dass Jak1-YFP 
erst nach IL-6-Stimulation phosphoryliert vorliegt [73]. 
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Abbildung 23: Mobilitätsvergleich zwischen membranständiger und zytoplasmatischer Jak1 
Die Kurven der YFP-Fluoreszenzwiederkehr stammen aus FRAP-Messungen an ROIs mit einem 
Durchmesser von 1,3 µm. Im Fall der roten Kurve wurde die Messung im Zytoplasma von Jak1/nb-
YFP transfizierten COS7-Zellen durchgeführt (siehe 3.1.5). Die grüne Kurve stammt aus einer 
Messung an der Plasmamembran mit Jak1-YFP transfizierter COS7-Zellen. An der Plasmamembran 
von COS7-Zellen, die mit Jak1/kd-YFP transfiziert waren, wurde die gelbe Kurve registriert. Die 
blaue Kurve stammt aus einer Messung an der Plasmamembran von mit Jak1-YFP stabil transfizierten 
U4C-Zellen. In allen Zellen war gp130/id-CFP ko-transfiziert. Die Fluoreszenzintensitäten wurden 
einmal pro Sekunde gemessen und sind auf die Intensität vor dem Bleichen als 100% und die Intensität 
direkt nach dem Bleichen als 0% normiert dargestellt. 
In Abbildung 23 sind Kurven der Fluoreszenzwiederkehr aus FRAP-Experimenten mit 
verschiedenen Jak1-Fusionsproteinen dargestellt. Die Kurve für Jak1-YFP bei geringer 
Expression in stabil transfizierten U4C Zellen ist nahezu identisch mit der nach transienter 
Überexpression in COS7-Zellen gemessenen Fluoreszenzwiederkehr von Jak1-YFP und 
Jak1/kd-YFP. Die Expressionsstärke und die Phosphorylierung der Jak1-Fusionsproteine 
haben demnach keinen messbaren Einfluss auf ihre Diffusionsgeschwindigkeit. Damit 
bestätigt auch diese Kontrolle die schon im Kapitel 3.1.3 beschriebene Unabhängigkeit der 
Diffusion von der Phosphorylierung und der Expressionsstärke der Kinase. 
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3.1.5 Lokalisation und Mobilität einer zur Rezeptorbindung unfähigen Jak1-Mutante 
Bisher wurde der Einfluss einer möglichen zytoplasmatischen Jak1-Fraktion auf die Diffusion 
membranständiger Jak1 diskutiert, das Bild der intrazellulären Verteilung einer starken 
zytoplasmatischen Jak1-Fraktion und deren Diffusion jedoch noch nicht dargestellt. Aus 
diesem Grund wurde eine zur Rezeptorbindung unfähige Mutante von Jak1 am konfokalen 
Mikroskop untersucht. Der N-terminale Abschnitt von Jak1, der aus einer FERM-Domäne 
besteht, ist für die Assoziation mit Zytokinrezeptoren von großer Bedeutung. Der Austausch 
von Leu 80 und Tyr 81 zu Alanin innerhalb der FERM-Domäne führt zu einer Jak1-Mutante, 
die nicht mehr an Zytokinrezeptoren bindet (nicht bindend - Jak1/nb) [54]. Die subzelluläre 
Lokalisation einer mit YFP fusionierten Jak1/nb-Mutante (Jak1/nb-YFP) ist im Vergleich zu 
Jak1-YFP und Jak1/kd-YFP deutlich verändert (Abbildung 24). 
Abbildung 24: Vergleich der Lokalisation von Jak1-Mutanten 
COS7-Zellen wurden mit den Expressionsvektoren für Jak1/nb-YFP, Jak1-YFP und Jak1/kd-YFP 
transfiziert. 48 h nach der Transfektion wurden konfokale Bilder der YFP-Fluoreszenz von lebenden 
transfizierten Zellen aufgenommen. In allen drei Ansätzen wurde gp130-CFP ko-transfiziert. 
Zusätzlich zur xy-Schnittansicht sind Schnittbilder in den Ebenen xz und yz gezeigt. 
Jak1/nb-YFP ist ausgeschlossen vom Zellkern, und im Gegensatz zu Jak1-YFP und Jak1/kd-
YFP gleichmäßig im gesamten zytoplasmatischen Raum verteilt, aber nicht an der 
Plasmamembran angereichert. 
COS7-Zellen wurden mit Expressionsvektoren von Jak1/nb-YFP und gp130-CFP transfiziert. 
Das Bleichen des YFP-Fluoreszenzsignals in der Plasmamembranregion führte – im 
Vergleich zu den membranständigen Fusionsproteinen Jak1-YFP oder Jak1/kd-YFP - zu einer 
erheblich schnelleren Fluoreszenzwiederkehr (vgl. Abbildung 23). Der im Vergleich dazu 
deutlich verzögerte Fluoreszenzanstieg von membranständigem, fluoreszierendem Jak1-
Wildtyp verdeutlicht die starke Abgrenzung von zytoplasmatischen Molekülen. Dieser 
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Befund unterstützt die schon im Kapitel 3.1.3 aufgrund der Analogie der Diffusion von 
gp130-YFP und Jak1-YFP nachgewiesene Isolierung der membranständigen Jaks bezüglich 
eines Austausches mit anderen zellulären Jak-Fraktionen (Abbildung 22). 
3.1.6 Der Einfluss der gp130-Immobilisierung auf die Jak1-Mobilität 
Die bisher aufgeführten Ergebnisse zeigen, dass an der Plasmamembran vorhandene Jak1-
Moleküle nicht mit zytoplasmatischen Jak1-Fraktionen im Austausch stehen und ihre 
Diffusionsgeschwindigkeit sowie der immobile Anteil denen des Transmembranrezeptors 
gp130 gleichen. Offen bleibt jedoch die Frage, ob Jak1 zwischen Zytokinrezeptoren 
austauscht, oder ob die Rezeptoren dauerhaft mit den gleichen Kinasemolekülen verbunden 
bleiben. Bei dauerhafter Interaktion sollten sich auch induzierte Veränderungen der Diffusion 
von gp130 gleichzeitig auf Jak1 auswirken. Um dies zu prüfen, wurde gp130 durch ein Paar 
monoklonaler Antikörper gegen die Extrazellulärregion von gp130 immobilisiert. Die 
verwendeten Antikörper BP8 und BS12/G7 erkennen Epitope im ZBM von gp130 und führen 
zu einer Kettenbildung aus gp130 und Antikörpern in der Plasmamembran (Abbildung 25). 
Abbildung 25: Schema der gp130-Immobilisierung durch Antikörperpaare 
Dr. A. Herrmann vom Institut für Biochemie der RWTH-Aachen zeigte, dass durch die 
Kettenbildung die Diffusion von gp130 nahezu vollständig eingeschränkt ist. Die 
Immobilisierung schlägt sich in FRAP-Experimenten in einer Vergrößerung der immobilen 
Fraktion nieder, d.h. die Kurve der Fluoreszenzwiederkehr erreicht nach dem Bleichen nur 
noch niedrige Intensitätswerte. Da die Auswirkung der Immobilisierung von gp130 auf Jak1 
in den FRAP-Experimenten beobachtet werden sollte, wurden diese Moleküle als 
Fusionsproteine mit zwei verschiedenen fluoreszierenden Molekülen (CFP und YFP) 
eingesetzt. 
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Die Fluoreszenzen von CFP und YFP wurden in den FRAP-Experimenten parallel 
aufgenommen. Eine Vermischung beider Kanäle wurde durch die in Kapitel 2.9.1 
beschriebene Multitrack-Funktion des konfokalen Mikroskops vermieden. Im Multitrack-
Modus werden CFP und YFP zu jedem Zeitpunkt der FRAP-Messreihe nacheinander 
angeregt und detektiert. Die Wahl der geeigneten Laserwellenlängen auf der Anregungsseite 
bewirkt in Verbindung mit optimierten Bandpassfiltern auf der Detektionsseite eine 
vollständige Trennung der Fluoreszenzsignale. 
COS7-Zellen wurden mit den Expressionsvektoren für gp130/id-CFP und Jak1-YFP ko-
transfiziert. Das Konstrukt gp130/id-CFP wird, wie schon in Kapitel 3.1.1 beschrieben, nicht 
internalisiert, sondern reichert sich in erhöhtem Maß in der Plasmamembran an und liefert ein 
stärkeres Fluoreszenzsignal als das gp130-Fusionsprotein mit vollständigem 
zytoplasmatischen Teil. Das starke Signal gleicht Einbußen durch den schmalen 
Detektionskanal für CFP aus (vgl. Kapitel 2.9.1). 
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Abbildung 26: Immobilisierungskontrollen mit nur einem Antikörper 
COS7-Zellen wurden mit den Expressionsvektoren für gp130/id-CFP und Jak1-YFP transfiziert. Im 
Rahmen einer FRAP-Messung wurden CFP und YFP simultan durch die 458 und die 514 nm 
Wellenlängenlinie des Lasers geblichen. Mittels des Multitrack-Modus am konfokalen Mikroskop 
wurde die Fluoreszenzwiederkehr von CFP (durchgehende Linie) und YFP (gestrichelte Linie) ab dem 
Zeitpunkt 0 s gemessen. Unter A ist nach Zugabe des monoklonalen Antikörpers BP8 (rechtes 
Diagramm) eine normale Fluoreszenzwiederkehr für CFP und YFP zu beobachten, die der 
Fluoreszenzwiederkehr vor der Antikörperzugabe (linkes Bild) gleicht. Ebenso ist in den Diagrammen 
unter B sowohl mit (rechtes Diagramm) als auch ohne Zugabe von BS12G7 (linkes Diagramm) eine 
normale Fluoreszenzwiederkehr beider Fusionsproteine erkennbar. 
Ein Antikörper allein führt noch nicht zu einer Immobilisierung von gp130-CFP. Dies ist in 
der Abbildung 26 dargestellt. Die FRAP-Kurven nach der Zugabe der Antikörper gleichen 
den vorher aufgenommenen Kurven. 
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Die Auswirkungen auf die Diffusion nach der Zugabe beider Antikörper sind in der 
Abbildung 27 dargestellt. Ohne Zugabe der Antikörper zeigen gp130/id-CFP und Jak1-YFP 
eine normale Fluoreszenzwiederkehr (Abbildung 27A). In der Abbildung 27 sind zusätzlich 
zu den FRAP-Kurven konfokale Bilder der für die Messung geblichenen Membranregion 
abgebildet (Abbildung 27B, D, F). Sie wurden nach der Aufzeichnung der FRAP-Kurven, d.h. 
ca. 100 s nach dem Bleichen, aufgenommen. Neben den Kurven normaler Fluoreszenz-
wiederkehr von gp130-CFP und Jak1-YFP in der Abbildung 27A ist unter B in der 
Plasmamembran die geblichene Region (Pfeil) nicht mehr als Lücke in der stark 
fluoreszierenden Membranlinie erkennbar. Der diffusionsbedingte Einstrom fluoreszierender 
Moleküle hat die geblichene Stelle bereits ausgefüllt. 
Nach der Zugabe der gp130-Antikörper BP8 und BS12/G7 bietet sich nicht nur im CFP-
Kanal ein verändertes Bild. Die Fluoreszenzwiederkehr von gp130/id-CFP und auch von 
Jak1-YFP ist fast vollständig unterbunden (vgl. Abbildung 27C). Die mittleren 
Fluoreszenzintensitäten von CFP und YFP sind in der geblichenen Membranregion auch 80 s 
nach dem Bleichen noch sehr niedrig. In den konfokalen Aufnahmen der Abbildung 27D ist 
nicht nur im CFP-Kanal, sondern ebenfalls im YFP-Kanal die geblichene Fluoreszenzlücke 
erkennbar. Die gegen die Extrazellulärregion von gp130 gerichteten Antikörper haben zu 
einer starken Erhöhung der immobilen Fraktion von gp130-CFP geführt. Gleichzeitig ist eine 
Ko-Immobilisierung des an der zytoplasmatischen Membranseite assoziierten Jak1-YFP 
eingetreten. 
70                   Ergebnisse 
 
Abbildung 27: Effekt der Immobilisierung von gp130/id-CFP auf die Mobilität von Jak1-YFP 
(A) COS7-Zellen wurden mit den Expressionsplasmiden für gp130/id-CFP und Jak1-YFP transfiziert. 
Im Rahmen einer FRAP-Messung wurden CFP und YFP simultan durch die 458 und die 514 nm 
Wellenlängenlinie des Lasers geblichen. Mittels des Multitrack-Modus am konfokalen Mikroskop 
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wurde die Fluoreszenzwiederkehr von CFP und YFP gemessen. Im Diagramm ist ohne Zugabe von 
BS12/G7 und BP8 eine normale Fluoreszenzwiederkehr erkennbar. In den 100 s nach dem Bleichen 
aufgenommenen Bildern der geblichenen Membranregion (B) (weißer Pfeil) ist die Fluoreszenz fast 
komplett zurückgekehrt. 
(C) Es ist die Fluoreszenzwiederkehr 10 min nach Zugabe des monoklonalen Antikörperpaares zu wie 
unter (A) transfizierten COS7-Zellen dargestellt. Die Antikörper bewirkten eine fast komplette 
Immobilisierung von gp130/id-CFP (durchgehende Linie) und Jak1-YFP (unterbrochene Linie). Auch 
in den 100 s nach dem Bleichen aufgenommenen Bildern der geblichenen Membranregion (D) ist die 
Region mit stark erniedrigter Fluoreszenz sichtbar. 
(E) COS7-Zellen wurden mit den Expressionsplasmiden für gp130/nb-CFP und Jak1-YFP transfiziert. 
10 min nach der Zugabe des Antikörperpaares wurde ein FRAP-Experiment wie oben beschrieben 
durchgeführt. Das im Diagramm dargestellte Ergebnis zeigt eine fast komplette Immobilisierung von 
gp130/nb-CFP (durchgehende Linie), aber normale Fluoreszenzwiederkehr für Jak1-YFP 
(unterbrochene Linie). Auch in der Abbildung der geblichenen Membranregion (F) zeigt nur der CFP-
Kanal an der geblichenen Stelle geringere Fluoreszenz. 
Als Nachweis, dass die Ko-Immobilisierung von Jak1-YFP in der Assoziation mit gp130 
begründet ist, wurde eine Mutante von gp130 eingesetzt, an der Jak1 nicht bindet (nicht 
bindend - gp130/nb-CFP). Der zytoplasmatische Teil dieses Fusionsproteins mitsamt der 
Box1/Box2-Motive ist fast vollständig deletiert. Fehlen diese für die Jak1-Bindung wichtigen 
Motive und die zwischen den Motiven liegende Region, so ist die Bindung von Jak1 an gp130 
verhindert. Mit gp130/nb-CFP und Jak1-YFP transfizierte Zellen zeigen nach der Zugabe der 
Antikörper nur eine Immobilisierung von gp130/nb-CFP (Abbildung 27E). Jak1-YFP wird 
nicht ko-immobilisiert. Auch in den konfokalen Aufnahmen der geblichenen Membranregion 
ist nur im CFP-Kanal eine Fluoreszenzlücke erkennbar (Abbildung 27F). Die Ko-
Immobilisierung von Jak1 wurde demnach nur durch die natürliche Interaktion mit gp130 
übertragen und ist kein Artefakt der Behandlung der Zellen mit dem Antikörperpaar. 
Die hier vorgestellten Befunde zeigen, dass kein Austausch der Jak1-Moleküle zwischen 
gp130 oder anderen Zytokinrezeptoren an der Plasmamembran stattfindet. Jak1 ist vielmehr 
dauerhaft mit gp130 verbunden (Abbildung 28). Die feste Verbindung eines Zytokinrezeptors 
mit einer Kinase ermöglicht im Falle der Aktivierung des Rezeptors durch Ligandenbindung 
eine umgehende Einleitung der intrazellulären Signaltransduktionskaskade, weil jederzeit 
Kinasen zur Verfügung stehen. Durch diese dauerhafte Verbindung ergibt sich eine große 
Ähnlichkeit zu Tyrosinkinaserezeptoren. 
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Abbildung 28: Jak1 ist dauerhaft mit gp130 verbunden. 
Die Ergebnisse der Immobilisierungsstudien zeigen, dass kein Austausch von Jak1 zwischen gp130 
und anderen Zytokinrezeptoren (in der Abbildung mit einem Fragezeichen gekennzeichnet) an der 
Plasmamembran stattfindet. 
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3.2 Die Ko-Immobilisierung von gp130 und IL-6Rα 
In den im Kapitel 3.1.6 durchgeführten Immobilisierungsversuchen wurde beobachtet, dass 
Jak1-YFP mit gp130 ko-immobilisiert werden kann. Im Rahmen der Untersuchung zur 
Assoziation von Proteinen des IL-6-Signaltransduktionswegs wurde auch der IL-6Rα in die 
Ko-Immobilisierungsstudien einbezogen. Dabei wurde das von Dr. C. Ancey (Institut für 
Biochemie der RWTH-Aachen) hergestellte Fusionsprotein aus IL-6Rα und YFP (IL-6Rα-
YFP) verwendet. 
Mit gp130/id-CFP und IL-6Rα-YFP ko-transfizierte Zellen wurden mit den monoklonalen 
Antikörpern BS12/G7 und BP8 - wie bereits im Kapitel 3.1.6 beschrieben - behandelt. Dies 
führte, wie Abbildung 29 zeigt, zur Immobilisierung von gp130/id-CFP sowie zu einer 
erheblichen Verkleinerung der mobilen Fraktion von IL-6Rα-YFP. Der IL-6-Rezeptor α ist 
durch die Immobilisierung von gp130 ko-immobilisiert worden. 
Wie Timmermann et al. zeigten, weist der Der LIF-Rezeptor vor der Stimulation mit LIF 
keine Assoziationstendenz mit gp130 auf, die fest genug ist, um anhand von Ko-
Präzipitationsstudien nachgewiesen zu werden [40]. An der Plasmamembran von Zellen, die 
gp130/id-YFP und ein Fusionsprotein aus einem zytoplasmatisch verkürzten 
internalisierungsdefizienten LIF-Rezeptor mit CFP (LIFR/id-CFP) exprimierten, konnte nach 
der Behandlung mit BS12/G7 und BP8 keine mit der IL-6Rα-Immobilisierung vergleichbare 
Einschränkung der Diffusion des LIFR-Konstruktes herbeigeführt werden (vgl. Abbildung 
29). 
Somit scheint sich der LIF-Rezeptor in der Plasmamembran unabhängig von gp130 zu 
bewegen. Im Vergleich dazu deuten die Ergebnisse der IL-6-Rα-Ko-Immobilisierungsstudien 
auf eine stimulationsunabhängige Assoziation von gp130 mit dem IL-6Rα hin. 
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Abbildung 29: Immobilisierung von gp130/id-CFP und Auswirkung auf die Mobilität von IL-
6Rα-YFP und LIFR/id-CFP 
(A) COS7-Zellen wurden mit den Expressionsvektoren für gp130/id-CFP und IL-6Rα-YFP transfiziert. 
Im Rahmen einer FRAP-Messung wurden CFP und YFP simultan durch die 458 und die 514 nm 
Wellenlängenlinie des Lasers geblichen. Mittels des Multitrack-Modus des konfokalen Mikroskops 
wurde die Fluoreszenzwiederkehr von CFP und YFP gemessen. Im linken Diagramm ist ohne Zugabe 
der Antikörper BS12G7 und BP8 eine normale Fluoreszenzwiederkehr beider Proteine erkennbar. Die 
Fluoreszenzwiederkehr 5 min nach Zugabe des monoklonalen Antikörperpaares ist im rechten 
Diagramm dargestellt. Die Antikörper bewirkten eine komplette Immobilisierung von gp130/id-CFP 
(durchgehende Linie) und eine nahezu vollständige Ko-Immobilisierung von IL-6Rα-YFP 
(unterbrochene Linie). 
(B) COS7-Zellen wurden mit den Expressionsvektoren für gp130/id-YFP und LIFR/id-CFP 
transfiziert. 5 min nach der Zugabe des Antikörperpaares wurde ein FRAP-Experiment wie oben 
beschrieben durchgeführt. Das im Diagramm dargestellte Ergebnis zeigt eine fast komplette 
ohne Antikörper mit BP8 und BS12G7
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Immobilisierung von gp130/id-YFP (durchgehende Linie), aber eine nahezu uneingeschränkte 
Mobilität von LIFR/id-CFP (unterbrochene Linie). 
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3.3 Untersuchungen des Assoziationszustandes von gp130 
Die Prä-Assoziation eines Rezeptorkomplexes in der Plasmamembran könnte den Ablauf 
einer Signaltransduktionskaskade beschleunigen, wenn man von der Annahme ausgeht, dass 
keine Verzögerung durch den Zeitraum bis zum diffusionsbedingten Zusammentreffen der im 
Komplex benötigten Rezeptoren nach der Ligandenbindung eintritt. Auch im Zusammenhang 
mit den Klasse-I-Zytokinrezeptoren, wie z.B. IL-2-Rezeptoren [16] und dem Epo-Rezeptor 
[15], wurden schon Liganden-unabhängige Assoziationen nachgewiesen. Gp130 gehört 
ebenfalls zu den Klasse-I-Zytokinrezeptoren und nimmt unter ihnen eine bedeutende Stellung 
ein, weil es in den Rezeptorkomplexen von neun Zytokinen enthalten ist und in zwei 
Komplexen (IL-6, IL-11) sogar als Homodimer auftritt. In dieser Beteiligung an den 
Rezeptorkomplexen wird zugleich das Problem einer möglichen Liganden-unabhängigen 
Assoziation offensichtlich: Einerseits brächten die gp130-Homodimere bzw. Oligomere 
Vorteile für Rezeptorkomplexe, in denen es als Homodimer auftritt. Andererseits muss gp130 
auch einzeln für heterodimere Konstellationen mit anderen Zytokinrezeptoren wie dem LIFR 
und dem OSM-Rezeptor (OSMR) verfügbar sein. 
Die im folgenden vorgestellten Untersuchungen sollen einen Beitrag zur Klärung der Frage 
nach dem Assoziationszustand von gp130 leisten. 
Zunächst stehen Experimente zur Ermittlung der Bindungsfähigkeit von IL-6 an gp130-
Deletionsmutanten mit nur einem Bindungsepitop im Vordergrund. Mit ihrer Hilfe sollte 
gekärt werden, ob monomere gp130-Moleküle in der Lage sind, IL-6/IL-6Rα-Komplexe zu 
binden. Im Weiteren werden Untersuchungen vorgestellt, in denen fluoreszierende gp130-
Fusionsproteine mit den Methoden des Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer (FRET) und 
der Bimolekularen Fluoreszenzkomplementation (BiFC) bezüglich ihres Assoziationsgrades 
analysiert wurden. Mit den letztgenannten Methoden wird auch die Assoziation zwischen 
gp130 und dem LIF-Rezeptor (LIFR) untersucht, da er in einer Vielzahl von 
Rezeptorkomplexen der IL-6-Typ-Zytokine zusammen mit gp130 vorliegt. 
3.3.1 Die IL-6-Bindung an gp130 mit eingeschränkten Bindungsepitopen 
Im signalkompetenten, hexameren Komplex hat IL-6, wie bereits in 1.1.5 beschrieben, 
Kontakt zu zwei gp130-Molekülen. Einem schrittweisen Modell zur Konstituierung des 
hexameren IL-6-Signalkomplexes zufolge [19], welches auf Daten beruht, die mit Hilfe der 
Isothermischen Titrationskalorimetrie an löslichen Rezeptormolekülen gewonnen wurden, 
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erfolgt nach der Interaktion der Bindungsfläche I von IL-6 mit D2 und D3 vom IL-6Rα eine 
Assoziation mit dem ZBM (Domänen D2, D3 – siehe auch Kapitel 1.1.1) von gp130 und der 
Bindungsfläche II des IL-6 (Abbildung 30). Es bildet sich ein nicht-signalkompetenter 
Komplex ohne die Einbindung der D1 von gp130 heraus. Erst in einem dritten Schritt, nach 
dem Zusammenrücken zweier nicht signalkompetenter Komplexe, erfolgt die Bindung der 
Bindungsseite III vom IL-6 des trimeren Komplexes mit der D1 des gp130 eines zweiten 
trimeren Komplexes. Erst danach liegt ein signalkompetenter hexamerer Komplex vor. 
Abbildung 30: Schematische Darstellung der Ausbildung des hexameren IL-6-
Rezeptorkomplexes 
erstellt nach Boulanger et al. (2003) [19], schwarze Sterne symbolisieren die Bindungsflächen des IL-
6, weitere Erläuterungen im Text 
Nach diesem Modell müsste eine Bindung von IL-6 an das ZBM des gp130 unabhängig von 
der Ig-ähnlichen Domäne von gp130 erfolgen. 
In Untersuchungen zur Bindungsfähigkeit von IL-6 an gp130 mit nur einem Bindungsepitop 
soll deshalb analysiert werden, ob eine einzelne Kontaktstelle eine erste IL-6-Bindung 
vermitteln kann, oder ob beide Bindungsepitope gleichzeitig vorliegen müssen. Letzteres 
würde bedeuten, dass gp130 nur als Dimer zur Bindung von IL-6 befähigt ist. 
Zu diesem Zweck wurden Deletionsmutanten des internalisierungsdefizienten Fusionsproteins 
aus gp130 und CFP und ein Fusionsprotein aus IL-6 und YFP (YFP-IL-6) eingesetzt. Die 
internalisierungsdefizienten gp130-Konstrukte (gp130/id-CFP) reichern sich verstärkt in der 
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Plasmamembran an und erhöhen die CFP-Signalstärke in den konfokalen Bildern der 
fluoreszierenden Proteine. In der Deletionsmutante gp130/∆D2,3id-CFP fehlen die Domänen 
D2 und D3, welche das ZBM bilden (Abbildung 31). Die Domäne D1 fehlt in der 
Deletionsmutante gp130/∆D1id-CFP (Abbildung 31). 
Abbildung 31: Schema der gp130-Deletionsmutanten 
YFP-IL-6 wurde von C. Roderburg (Institut für Biochemie, RWTH-Aachen) hergestellt und 
besteht aus der IL-6-Signalsequenz zur Sekretion des Fusionsproteins, YFP und humanem IL-
6. Der N-Terminus von IL-6 folgt im Fusionsprotein auf den C-Terminus von YFP, um die 
Bindungsfähigkeit des IL-6 an den IL-6Rα, welche besonders durch die C-terminale Region 
von IL-6 vermittelt wird, nicht zu beeinflussen. Im Rahmen der funktionellen 
Charakterisierung von YFP-IL-6 zeigte C. Roderburg, dass YFP-IL-6 den Jak/STAT- und den 
MAPK-Signaltransduktionsweg aktiviert, sowie die Proliferation von Ba/F3-Zellen in 
gleichem Ausmaß wie IL-6 stimuliert. 
3.3.1.1 Überprüfung der gp130-Deletionsmutanten durch Immunfluoreszenz 
Um die strukturelle Integrität der gp130-Deletionsmutanten zu überprüfen, wurden COS7-
Zellen transient mit den Expressionsvektoren von gp130/id-CFP, gp130/∆D1id-CFP oder 
gp130/∆D2,3id-CFP transfiziert. Die membranproximale Domäne 4 (D4) wurde in allen 
gp130-Konstrukten nach der Fixierung der transfizierten Zellen mit BP4, einem 
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monoklonalen Antikörper gegen ein Epitop in der D4 [71] und einem an Phycoerithrin (PE) 
gekoppelten Zweitantikörper nachgewiesen. Die PE-Fluoreszenz ist als roter Saum in den 
konfokalen Aufnahmen der unteren Reihe von Abbildung 32 erkennbar. Dies zeigt auch, dass 
aus der Deletion der D1 (gp130/∆D1-CFP) oder dem ZBM (D2 und D3 in gp130/∆D2,3-CFP) 
keine räumliche Behinderung des Zugangs zur D4 von gp130 entsteht. 
Abbildung 32: Die Überprüfung der gp130-Deletionsmutanten in der Immunfluoreszenz 
COS7-Zellen wurden mit den Expressionsplasmiden für gp130/id-CFP, gp130/∆D1id-CFP oder 
gp130/∆D2,3id-CFP transfiziert und nach 48 h fixiert. Im Anschluss an die Fixierung wurden die 
Zellen der drei Transfektionsansätze mit Antikörpern gegen verschiedene Extrazellulärdomänen von 
gp130 behandelt. Die einzelnen Transfektionsansätze wurden jeweils mit BT2 (gegen die D1 
gerichtet), BP8 (gegen das ZBM gerichtet) oder BP4 (gegen die D4 gerichtet) inkubiert. Durch die 
Inkubation mit einem PE-gekoppelten Zweitantikörper wurden die an Extrazellulärdomänen von 
gp130 gebundenen Erstantikörper in konfokalen fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen (rot) neben 
der Fluoreszenz des CFP (hellblau) sichtbar. 
gp130/id-CFP
+BT2
(+PE)
+BP8
(+PE)
+BP4
(+PE)
gp130/∆D2,3
id-CFP
gp130/∆D1
id-CFP
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BP8 bindet an ein Epitop im ZBM. Die darauffolgende Färbung mit PE-konjugiertem 
Zweitantikörper ergab für gp130/∆D2,3id-CFP-exprimierende Zellen keine PE-Fluoreszenz in 
den konfokalen Bildern (Abbildung 32, mittlere Reihe). In gp130/∆D2,3id-CFP folgt D4 nach 
einem Linker direkt C-terminal auf die D1, weshalb kein Epitop für BP8 vorhanden ist. 
BT2 bindet an ein Epitop in der D1 (Abbildung 32 oberste Reihe). Wie erwartet, konnte an 
gp130/∆D1id-CFP exprimierenden Zellen keine Immunfluoreszenz gezeigt werden, denn 
dieser Mutante fehlt die erste Domäne. 
3.3.1.2 YFP-IL-6 –Bindung an gp130-Deletionsmutanten 
Die Versuche zur Bindungsfähigkeit von YFP-IL-6 wurden in Kooperation mit C. Roderburg 
(Institut für Biochemie, RWTH-Aachen) durchgeführt. 
Im Zuge der Untersuchung von Voraussetzungen für die Bindung von IL-6 an 
membranständiges gp130 lebender Zellen wurden gp130/id-CFP exprimierende Zellen in 
einer auf 37°C temperierten Perfusionskammer am konfokalen Mikroskop mit YFP-IL-6 und 
löslichem IL-6Rα (soluble - sIL-6Rα) stimuliert. Der lösliche humane IL-6-Rezeptor wurde 
nach den Angaben von Weiergräber et al. [70] präpariert und bei allen YFP-IL-6-
Stimulationen hinzugefügt, da die Menge endogener membranständiger IL-6Rα-Moleküle in 
den COS7-Zellen zu gering war. 
In der konfokalen Aufnahme der Abbildung 33A ist deutlich die Fluoreszenz des YFP-IL-6 
auf der Plasmamembran gp130/id-CFP exprimierender, lebender Zellen erkennbar. Eine 
Bindung des YFP-IL-6 an membranständiges gp130 ist also nachweisbar. Werden 
gp130/∆D1id-CFP exprimierende COS7-Zellen mit sIL6Rα und YFP-IL-6 stimuliert, so ist in 
den konfokalen Bildern fixierter Zellen kein plasmamembranständiges YFP-IL-6 erkennbar 
(Abbildung 33B). Das ZBM von gp130 reicht demnach nicht aus, um YFP-IL-6 zu binden. 
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Abbildung 33: YFP-IL-6-Bindung an gp130-Deletionsmutanten 
COS7-Zellen wurden mit den Expressionsvektoren für gp130/id-CFP (A, D), gp130/∆D1id-CFP (B) 
oder gp130/∆D2,3id-CFP (C) transfiziert. 48 h nach der Transfektion wurden die Zellen in eine auf 
37°C temperierte Perfusionskammer überführt. 10 min nach der Zugabe von YFP-IL-6 und sIL-6Rα 
wurden konfokale Aufnahmen der CFP- und der YFP- Fluoreszenz der Zellen angefertigt. 
gp130/id-CFP
+
YFP-IL-6/sIL-6Rα
YFP CFP
Überlagerung
A
gp130/∆D1id-CFP
+
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D
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In einem zweiten Ansatz wurde die Bindungsfähigkeit von YFP-IL-6 an gp130 ohne das 
ZBM untersucht. Hierzu wurden gp130/∆D2,3id-CFP-exprimierende Zellen mit sIL-6Rα und 
YFP-IL-6 stimuliert. Auch in diesem Ansatz ist in den konfokalen Aufnahmen keine YFP-IL-
6-Bindung nachweisbar (Abbildung 33C). Die alleinige Präsenz der D1 reicht also ebenfalls 
nicht für eine Bindung von IL-6 aus. 
In den konfokalen Aufnahmen der Abbildungen 33A,B und C sind - abgesehen von dem 
durch YFP-IL-6 gebildeten gelben Rand um die cyanfarbenen transfizierten Zellen - noch 
einige schwache gelbe YFP-Signale innerhalb der Zellen und zum Teil auch außerhalb der 
transfizierten Zellen sichtbar. In Abbildung 33D sind konfokale Aufnahmen gp130/id-CFP 
exprimierender Zellen gezeigt, die im unstimulierten Zustand bereits geringe YFP-Signale 
(gelb) im Inneren aufweisen. Alle Aufnahmen in Abbildung 33 sind mit denselben 
Mikroskopeinstellungen erstellt worden. Bei der nicht am Zellsaum lokalisierten Fluoreszenz 
stimulierter Zellen im YFP-Kanal muss es sich dehalb um die Eigenfluoreszenz der 
verwendeten COS7-Zellen bei einer Anregungswellenlänge von 514 nm handeln. 
Aus den Versuchen mit gp130 ohne die Ig-ähnliche Domäne D1 und gp130 ohne das ZBM 
geht hervor, dass die alleinige Präsenz einer der beiden gp130-Bindungsdomänen für eine 
effektive IL-6-Bindung unzureichend ist. Diese Bindung ist auf das gleichzeitige 
Vorhandensein beider Bindungsdomänen angewiesen. Beide Domänen stehen dem IL-6 aber 
nur zur Verfügung, wenn es auf der Plasmamembran auf mindestens zwei eng 
zusammenstehende gp130-Moleküle trifft. Eine gp130-Prädimerisierung ist demnach die 
Voraussetzung für eine effektive IL-6-Bindung. 
3.3.2 FRET-Untersuchung von gp130-Homodimeren und LIFR/gp130-Heterodimeren 
Aufgrund der im Kapitel 3.3.1 erhaltenen Ergebnisse wird vermutet, dass gp130 bereits vor 
der Ligandenbindung als Dimer in der Plasmamembran vorliegt, um eine stabile IL-6-
Bindung zu gewährleisten. Der geringe Abstand dimerer Proteine sollte in FRET-Studien 
(Kapitel 1.2.1 und 2.9.5) bei der Verwendung geeigneter fluoreszierender gp130-
Fusionsproteine auch einen erhöhten Energietransfer zur Folge haben. 
Der Abstand membranständiger gp130-Fusionsproteine wird im Folgenden mit Hilfe 
vergleichender FRET-Messungen untersucht. 
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3.3.2.1 Etablierung einer Methode zur Bestimmung des FRET zwischen CFP und YFP 
mittels konfokaler Mikroskopie 
Das Emmissionsspektrum von CFP überlappt zu einem großen Teil mit dem 
Anregungsspektrum von YFP. Diese Eigenschaft der beiden GFP-Derivate läßt bei alleiniger 
Anregung des CFP (Donor) einen Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer (FRET) zum YFP 
(Akzeptor) zu. Der Akzeptor YFP, gibt die strahlungslos auf ihn übertragene Energie zum 
größten Teil in Form von Fluoreszenz ab. Die Effizienz dieses Energietransfers ist abhängig 
vom Abstand zwischen Donor und Akzeptor [83, 84]. Der Abstand 50%iger 
Energieübertragung zwischen Donor und Akzeptor (Förster-Radius, R0) beträgt im Fall des 
Paares CFP/YFP 4,9 nm [78]. Die Energieübertragungsrate zwischen Donor und Akzeptor 
fällt mit zunehmender Distanz umgekehrt proportional zur sechsten Potenz des Abstandes ab. 
Aufgrund dieser hohen Abstandsabhängigkeit bietet sich ein Vergleich der Effizienzen des 
FRET von gp130-Fusionsproteinen bei der Untersuchung der Fragestellung an, ob gp130 
bereits vor einer IL-6-Stimulation als Dimer in der Plasmamembran vorliegt. 
Abbildung 34: Schema des Prinzips der FRET-Messung durch Akzeptorbleichen unter 
Verwendung der Anregungswellenlängen 458 und 514 nm 
Die FRET-Effizienz wurde mit Hilfe der Donorfluoreszenzveränderung nach Ausbleichen des 
Akzeptors [77] bestimmt. Wird der Akzeptor eines FRET-Paares - in diesem Falle YFP - 
ausgeblichen, so kann der Donor (CFP) keine Energie mehr durch FRET an den Akzeptor 
abgeben und weist deshalb eine erhöhte Fluoreszenzintensität auf (Abbildungen 34, 35). Der 
Quotient aus dem Betrag der Erhöhung der Fluoreszenzintensität und der absoluten 
Fluoreszenzintensität des Donors nach dem Bleichen gibt die Effizienz des Energietransfers 
(FRET-Effizienz, Ef) an. 
CFP YFP CFP YFP CFP YFP
CFP-Anregung
(458 nm)
YFP-Bleichen
(514 nm)
dominierende
YFP-Fluoreszenz
erhöhte CFP-
Fluoreszenzintensität,
keine YFP-Fluoreszenz
CFP-Anregung
(458 nm)
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Abbildung 35: Qualitative FRET-Messung durch Akzeptorbleichen 
Hek293T-Zellen wurden mit dem Expressionsvektor für gp130/id-C/YFP transfiziert. Im 
Fusionsprotein gp130/id-C/YFP ist gp130/id mit einem Tandem aus CFP und YFP verbunden. 48 h 
nach der Transfektion wurden die Zellen fixiert und am konfokalen Mikroskop untersucht. Die Bilder 
der CFP- und YFP-Fluoreszenz sowie deren Überlagerung am linken Rand der Abbildung zeigen die 
Fluoreszenz vor Beginn der Bilderserie zur FRET-Messung. Im Bereich des weißen Vierecks wurde 
während der Bilderserie YFP (Akzeptor des FRET-Paares CFP/YFP) geblichen. 
In der Bilderserie ist in der oberen Reihe die YFP-Fluoreszenz (Akzeptor) und in der unteren Reihe 
die CFP-Fluoreszenz (Donor) des gp130/id-C/YFP dargestellt. Die farbkodierte Darstellung der 
Bilderserie zeigt niedrige Fluoreszenzintensitäten in schwarz und hohe Intensitäten in gelb. Nach dem 
fünften Bild der Bilderserie wurde YFP im Bereich des weißen Vierecks geblichen. Das Bleichen des 
YFP führt zu einer Erhöhung der CFP-Fluoreszenz. 
Die Messung und Auswertung der FRET-Effizienz wurde in Anlehnung an die von Karpova 
et al.
 [79] vorgeschlagene Methode mit modifizierten Aufnahme- bzw. Auswertungswegen 
durchgeführt. Für erste Messungen wurde ein Fusionsprotein aus gp130/id und einem Tandem 
aus CFP und YFP verwendet (gp130/id-C/YFP) (Abbildung 35 und 36A). 
Bild Nr. 1 2 3 64 5 7 8 9 10
Überlagerung
YFP
CFP
YFP-Bleichen (514 nm)
10 µm
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Abbildung 36: Schema der bei FRET-Messungen verwendeten Fusionproteine 
(A) gp130/id-C/YFP, (B) gp130/id-CFP, (C) gp130/id-YFP, (D) LIFR/id-CFP 
Das Tandem aus CFP und YFP stammt von Prof. Dr. J. A. Schmid (Medizinische Fakultät der 
Universität Wien, Österreich) [85]. Die Fluorophore sind darin über ein 28 Aminosäuren 
umfassendes Peptid miteinander verbunden. Sie ergeben in dieser Anordnung hohe FRET-
Effizienzen und wurden deshalb auch schon in einer Veröffentlichung von Schmid et al. als 
Positivkontrolle verwendet [85]. HEK293T-Zellen, welche gp130/id-C/YFP transient 
exprimierten, wurden fixiert und im konfokalen Mikroskop untersucht. Dabei wurde mit einer 
region of interest
 1 (ROI 1) in frei wählbarer Form ein Teil der Plasmamembran einer Zelle 
umrissen (Abbildung 35). Die mittlere Fluoreszenzintensität des CFP und des YFP wurden 
innerhalb der ROI 1 vor und nach dem Ausbleichen des YFP in jeweils fünf 
aufeinanderfolgenden Bildern bestimmt (vgl. Abbildung 35 und 37). Aus der Differenz der 
Intensitäten des CFP vor sowie unmittelbar nach dem Bleichen wurde die FRET-Effizienz 
berechnet. Das Rauschen der CFP-Intensität (FRET-noise, Nf) wurde aus der Differenz der 
Aufnahme unmittelbar vor dem YFP-Bleichen und der vorhergehenden Aufnahme ermittelt. 
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Abbildung 37: Quantitative Auswertung der FRET-Messung durch Akzeptorbleichen 
Dargestellt sind die Fluoreszenzintensitäten von CFP (blaue Linie) und YFP (gelbe Linie) während 
einer Bilderserie der FRET-Akzeptorbleichmethode. Die aus den 10 Bildern stammenden 
Intensitätswerte sind als blaue bzw. gelbe Punkte dargestellt. Die Messwerte stammen aus einer 
Messung an der Plasmamembran transient gp130/id-C/YFP exprimierender Zellen. 
Eine zweite ROI auf der Plasmamembran (ROI 2), in der YFP nicht geblichen wurde, diente 
der Ermittlung eines Kontrollwertes (FRET-control, Cf) für die FRET-unabhängige 
Veränderung der Donorfluoreszenz während des Bleichens in der ROI 1. Die 
Hintergrundstrahlung wurde in einer dritten ROI (ROI 3) jeweils neben den untersuchten 
Zellen erfasst und von den Intensitäten in der ersten und zweiten ROI abgezogen. An einer 
fixierten Zelle wurde jeweils nur eine FRET-Messung durchgeführt, um eine 
Beeinträchtigung der Messergebnisse durch bereits geblichene Membranareale zu vermeiden. 
3.3.2.2 FRET Positiv- und Negativkontrolle 
Um Vergleichswerte für spätere Messungen an Rezeptordimeren zu erhalten, wurden 
zunächst die FRET-Effizienzen einer Negativ- und einer Positivkontrolle ermittelt. 
Als Negativkontrolle wurde gp130/id-CFP (Abbildung 36B) verwendet. Liegt nur gp130/id-
CFP als Donor, aber kein YFP als Akzeptor in der Plasmamembran vor, dann sollten die 
ermittelten FRET-Effizienzen im Mittel Null ergeben. Die aus 28 einzelnen Messungen 
berechnete mittlere FRET-Effizienz Ef von gp130id-CFP beträgt 1% und liegt nahe am 
FRET-Kontrollwert (Cf = 2,6%) (Abbildung 38C und Tabelle IV auf Seite 92). Dass trotz des 
Fehlens eines Akzeptors die CFP-Fluoreszenz nach Bestrahlung der ROI meist leicht 
zunimmt und damit im Mittel eine geringe positive FRET-Effizienz ergibt, anstelle durch den 
Bleicheffekt der mehrfachen Bildaufnahme abzunehmen, wie es am negativen Wert für das 
0
800
0
Donorfluoreszenz
Akzeptorfluoreszenz
Fl
u
o
re
sz
e
n
zi
n
te
n
si
tä
t
Bild-Nr.1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
YFP-Bleichen
Zunahme der
CFP-Fluoreszenz
Ergebnisse 87 
Rauschen des FRET-Signals (Nf = -1,3%) erkennbar ist, entspricht nicht den Erwartungen, 
wurde aber auch von anderen Arbeitsgruppen berichtet [79]. 
Abbildung 38: Negativ- und Positivkontrolle der FRET-Messungen 
Hek293T-Zellen wurden mit den Expressionsvektoren für gp130/id-CFP als FRET-Negativkontrolle 
oder gp130/id-C/YFP als FRET-Positivkontrolle transfiziert. 48 h nach der Transfektion wurden die 
Zellen fixiert. Fixierte Zellen beider Ansätze wurden mit der in Kapitel 2.9.5 beschriebenen Methode 
zur Messung der FRET-Effizienz durch Akzeptorbleichen untersucht. Im Diagramm A sind die FRET-
Effizienzen aller untersuchten Zellen als Funktion des Quotienten aus der YFP- und CFP-
Fluoreszenzintensität vor dem Bleichen dargestellt. Diagramm B zeigt eine Auftragung der FRET-
Effizienzen gegen den Mittelwert der Fluoreszenzintensitäten von CFP- und YFP der FRET-
Bilderserie vor dem Bleichen. In beiden Diagrammen sind die Werte der Negativkontrolle blau und 
die Werte der Positivkontrolle rot gekennzeichnet. Das Balkendiagramm in C verdeutlicht den 
Unterschied zwischen der mittleren FRET-Effizienz der Negativkontrolle (weißer Balken, nur 
gp130/id-CFP exprimierende Zellen) und der Positivkontrolle (dunkelgrauer Balken, gp130/id-C/YFP 
exprimierende Zellen). 
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Als Positivkontrolle dienten Hek293T-Zellen, in deren Plasmamembran das schon im Kapitel 
3.3.2.1 beschriebene gp130/id-C/YFP vorlag (Abbildung 36A Seite 85). Dieses 
Fusionsprotein erreicht in den Messungen (n = 28) eine mittlere FRET-Effizienz von Ef = 
29,8% (Tabelle IV Seite 92). In der Auftragung der mittleren Fluoreszenzintensitäten des 
CFP- und YFP-Kanals ([CFP + YFP]/2) - einem Maß für die Fluorophordichte in der 
Plasmamembran - in Abbildung 38B ist keine Abhängigkeit der FRET-Effizienz von der 
Konzentration der Fluorophore in der Membran bei der Negativ- und Positivkontrolle 
erkennbar. 
Das Verhältnis der Akzeptormoleküle zu den Donormolekülen wirkt sich auf die FRET-
Effizienz aus. Je mehr Akzeptormoleküle vorhanden sind, desto höher ist die Effizienz des 
Energietransfers [66]. Wenn FRET-Messungen verschiedener Ansätze durchgeführt werden, 
deren FRET-Effizienzen miteinander verglichen werden sollen, dann muß das 
Akzeptor/Donor-Verhältnis in allen Ansätzen annähernd gleich sein. Es wird hier als 
Verhältnis der YFP-Intensität zur CFP-Intensität im FRET-Strahlengang dargestellt. Die in 
späteren Ansätzen nötigen Ko-Transfektionen von fluoreszierenden Fusionsproteinen führen 
nicht in allen Zellen zu einem äquimolaren Verhältnis der transfizierten Proteine. Deshalb 
musste eine Auswahl unter den untersuchten Zellen getroffen werden. Diese Auswahl 
orientierte sich an einem möglichst äquimolaren YFP/CFP-Verhältnis, welches durch 
gp130/id-C/YFP vorgegeben war. Die Ergebnisse der FRET-Messungen an der 
Plasmamembran gp130/id-C/YFP-exprimierender Zellen sind in Abbildung 38 dargestellt. In 
Abbildung 38A ist die FRET-Effizienz über dem YFP/CFP-Intensitätsverhältnis aufgetragen. 
Die Verhältniswerte für gp130/id-C/YFP liegen zwischen 1,07 und 2,04. Für spätere Ansätze, 
deren Zellen zwei Rezeptorfusionsproteine mit jeweils nur einem Fluorophor (CFP oder YFP) 
ko-exprimieren, wurde deshalb festgelegt, nur Messungen in die Auswertung aufzunehmen, 
deren YFP/CFP-Verhältnis zwischen 1,1 und 2,5 liegt. Damit bleibt die Vergleichbarkeit der 
unterschiedlichen Ansätze gewährleistet. 
Die Negativkontrolle gp130/id-CFP ergibt aufgrund des fehlenden Akzeptors (YFP) in der 
beschriebenen Auftragungsart nur Werte des YFP/CFP-Verhältnisses nahe Null (Abbildung 
38A). 
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3.3.2.3 Bestimmung des FRET zwischen gp130-Fusionsproteinen 
Nachdem wie in 3.3.2.1 und 3.3.2.2 beschrieben eine zuverlässige Methode zum Nachweis 
des FRET zwischen CFP und YFP etabliert war, wurden nun Hek293T-Zellen untersucht, die 
sowohl gp130/id-CFP als auch gp130/id-YFP (Abbildung 36C Seite 85) exprimierten. Die 
FRET-Messungen an der Plasmamembran dieser Zellen ergaben im Mittel (n = 52) eine 
Effizienz von Ef = 9,2% (Abbildung 39C, Tabelle IV auf Seite 92). 
Abbildung 39: FRET-Analyse der gp130-Fusionsproteine 
Hek293T-Zellen wurden mit den Expressionsvektoren für gp130/id-CFP und gp130/id-YFP ko-
transfiziert. 48 h nach der Transfektion wurde ein Teil der Zellen vor der Fixierung mit IL-6/sIL-6Rα 
stimuliert. Stimulierte (rote Quadrate) und unstimulierte (blaue Karos) fixierte Zellen wurden mit der 
in Kapitel 2.9.5 beschriebenen Methode zur Messung der FRET-Effizienz durch Akzeptorbleichen 
untersucht. Im Diagramm A sind die FRET-Effizienzen aller untersuchten Zellen als Funktion des 
Quotienten aus YFP- und CFP-Fluoreszenzintensität vor dem Bleichen dargestellt. Diagramm B zeigt 
eine Auftragung der FRET-Effizienzen gegen den Mittelwert der Fluoreszenzintensitäten des CFP- 
und YFP-Kanals vor dem Bleichen. Im Balkendiagramm C werden die mittleren FRET-Effizienzen der 
Negativkontrolle (weißer Balken, gp130/id-CFP), der unstimulierten (hellgrauer Balken) sowie 
stimulierten (schwarzer Balken), ko-exprimierten gp130-Fusionsproteine und der Positivkontrolle 
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(dunkelgrauer Balken, gp130/id-C/YFP) miteinander verglichen. Die nicht durch 
Homodimerisierungseffekte (siehe Kapitel 3.3.2.3) verminderte theoretische FRET-Effizienz der 
gp130-Paare beträgt das Doppelte der in den Messungen ermittelten Werte und ist mit gestrichelten 
Balken dargestellt. 
Es fällt auf, dass die FRET-Effizienz im Vergleich zur Negativkontrolle, bei der nur CFP in 
der Membran vorlag, deutlich erhöht ist. Die Mittelwerte der Negativkontrolle und des Ko-
Expressionsansatzes von gp130/id-CFP und gp130/id-YFP unterscheiden sich 
hochsignifikant. Dies bedeutet, dass beide gp130-Fusionsproteine in einer solchen Nähe 
zueinander vorliegen, die strahlungslosen Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer zuläßt. 
Zudem muss beachtet werden, dass nicht nur gp130/id-CFP- und gp130/id-YFP-
Heterodimere, sondern auch zwei gp130/id-CFP- bzw. gp130/id-YFP-Fusionsproteine 
Homodimere bilden können. Für diese Dimere, deren Anteil an der Gesamtzahl der gp130-
Dimere statistisch bei 50% liegt, ist die verwendete Messmethode aber „blind“, da sie nicht 
zur gemessenen FRET-Effizienz beitragen. Ihr Anteil findet erst Berücksichtigung, wenn die 
FRET-Effizienz bei Gleichsetzung der Homodimere mit Heterodimeren verdoppelt wird. Dies 
ergibt eine theoretische wahre FRET-Effizienz von 18,4% an der Plasmamembran gp130/id-
CFP und gp130/id-YFP exprimierender Zellen (vgl. Abbildung 39C). 
Messungen an gp130/id-CFP und gp130/id-YFP exprimierenden Hek293T-Zellen, die vor der 
Fixierung mit IL-6 und sIL-6Rα stimuliert wurden, ergaben im Mittel (n = 22) eine FRET-
Effizienz von Ef = 9,7% (Abbildung 39C). Die Effizienz stimulierter Zellen unterscheidet sich 
statistisch nicht von der FRET-Effizienz unstimulierter, gp130/id-CFP und gp130/id-YFP 
exprimierender Zellen. Unter Einbeziehung der Homodimere ergibt die Verdoppelung des 
gemessenen Ef -Wertes 19,4% FRET-Effizienz. 
In Abbildung 39B ist die FRET-Effizienz gegen die mittlere Fluoreszenzintensität beider 
Fluorophore aufgetragen. Die aufgetragenen Werte stammen aus 52 unstimulierten und 22 
stimulierten, ko-exprimierenden Zellen. Es ist eine leichte Zunahme der FRET-Effizienzen 
mit steigender Fluoreszenzintensität bzw. Fluorophordichte erkennbar, wobei die Punkte-
wolken der Messwerte stimulierter und unstimulierter Zellen vollkommen überlappen. 
Die in Abbildung 39 aufgeführten Auftragungen zeigen, dass die Stimulation mit IL-6/sIL-
6Rα nicht zu einer signifikanten Veränderung des FRET-Effektes und damit des Abstandes 
der gp130-Fusionsproteine in der Plasmamembran führt. 
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3.3.2.4 Bestimmung des FRET zwischen LIFR- und gp130-Fusionsproteinen 
Neben gp130 ist der LIFR am häufigsten in den Rezeptorkomplexen der IL-6-Typ-Zytokine 
vertreten. Der Rezeptorkomplex für LIF besteht aus dem LIFR und gp130. In den folgenden 
Experimenten wurde der Frage nachgegangen, ob im Falle dieses heterodimeren Komplexes 
eine stimulationsabhängige Veränderung der FRET-Effizienz messbar ist. Dafür wurden mit 
LIFR/id-CFP - eine ähnlich dem gp130/id zytoplasmatisch verkürzte, internalisierungs-
defiziente und mit CFP verbundene Variante des LIFR (Abbildung 36D Seite 85) - und 
gp130/id-YFP ko-transfizierte HEK293T-Zellen untersucht. 
 Abbildung 40: FRET-Analyse von gp130 und LIFR 
Hek293T-Zellen wurden mit den Expressionsvektoren für LIFR/id-CFP und gp130/id-YFP ko-
transfiziert. 48 h nach der Transfektion wurde ein Teil der Zellen vor der Fixierung mit LIF stimuliert. 
Stimulierte (rote Quadrate) und unstimulierte (blaue Karos) fixierte Zellen wurden mit der in Kapitel 
2.9.5 beschriebenen Methode zur Messung der FRET-Effizienz durch Akzeptorbleichen untersucht. Im 
Diagramm A sind die FRET-Effizienzen aller untersuchten Zellen als Funktion des Quotienten aus 
YFP- und CFP-Fluoreszenzintensität vor dem Bleichen dargestellt. Diagramm B zeigt eine Auftragung 
der FRET-Effizienzen gegen den Mittelwert der Fluoreszenzintensitäten des CFP- und YFP-Kanals 
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vor dem Bleichen. Im Balkendiagramm C werden die mittleren FRET-Effizienzen der Negativkontrolle 
(weißer Balken, gp130/id-CFP), der unstimulierten (hellgrauer Balken) und stimulierten (schwarzer 
Balken) ko-exprimierten gp130- und LIFR-Fusionsproteine sowie der Positivkontrolle (dunkelgrauer 
Balken, gp130/id-C/YFP) miteinander verglichen. 
Die Messungen ergaben für unstimulierte Zellen (n = 49) eine mittlere FRET-Effizienz (Ef) 
von 9,8% (Abbildung 40C, Tabelle IV). Dieser Wert stellt die wahre FRET-Effizienz dar, 
weil sich in dem hier vorgestellten Versuchsansatz bereits die Trägermoleküle der 
Fluorophore voneinander unterscheiden und die FRET-Messungen somit nicht durch 
Homodimere beeinträchtigt werden. LIF-stimulierte Zellen (n = 27) hingegen erreichten eine 
mittlere Effizienz (Ef) von 18,8% (Abbildung 40C, Tabelle IV). 
Durch Stimulation erreichen LIFR/gp130-Heterodimere also eine FRET-Effizienz, die gp130-
Homodimere bereits unstimuliert aufweisen. Im Gegensatz zu den Messungen an mit 
gp130/id-CFP und gp130/id-YFP ko-transfizierten Zellen ist bei LIFR/gp130-Heterodimeren 
keine Abhängigkeit der FRET-Effizienz von der mittleren Fluorophorintensität erkennbar 
(vgl. Abbildung 40B). 
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die LIF-Stimulation zu einer Verdoppelung 
der FRET-Effizienzen geführt hat. Erst LIF scheint eine Zusammenführung von gp130 und 
dem LIFR zu bewirken. Die mit gp130-Homodimeren erhaltenen Ergebnisse unterstützen die 
schon in 3.3.1 aufgrund der Ergebnisse mit Deletionsmutanten vermutete Prädimerisierung 
von gp130. 
Tabelle IV: Ergebnisse der FRET-Studien mit gp130 und LIFR 
FRET-Ansatz 
Anzahl 
untersuchter 
Zellen 
Ef in % 
[Ef-theoretisch in %] 
Cf in % Nf in % 
Negativkontrolle gp130/id-CFP 28 1 ± 2 2,6 ± 2,5 -1,3 ± 1,2 
Positivkontrolle gp130/id-C/YFP 28 29,8 ± 3,6 3,1 ± 2,3 -1,9 ± 1,5 
gp130/id-CFP + gp130/id-YFP 52 9,2 ± 3,1 [18,4 ± 6,2] 1,7 ± 2,1 -1,0 ± 1,3 
gp130/id-CFP + gp130/id-YFP 
IL-6/sIL-6Rα-stimuliert 
22 
9,7 ± 4,1 
[19,4 ± 8,2] 1,9 ± 3,7 -2,4 ± 2,2 
LIFR/id-CFP + gp130/id-YFP 49 9,8 ± 2,8 2,0 ± 3,6 -1,9 ± 1,9 
LIFR/id-CFP + gp130/id-YFP 
LIF-stimuliert 
27 18,8 ± 3,4 2,0 ± 2,6 2,1 ± 1,5 
Ef = FRET-Effizienz, Cf = FRET-Control (Kontrollwert für Ef in der ROI2), Nf = FRET noise 
(Rauschen der CFP-Intensität), zur Ef-, Cf- und Nf-Bestimmung siehe auch 3.3.2.1 und 2.9.5; 
Mittelwerte ±  Standardabweichungen 
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3.3.3 BiFC-Untersuchung von gp130-Homodimeren und LIFR/gp130-Heterodimeren  
Eine neue Methode der Visualisierung von Proteininteraktionen ist die Bimolekulare 
Fluoreszenz-Komplementierung (bimolecular fluorescence complementation - BiFC) [61]. 
Auch hier wird auf Derivate des GFP zurückgegriffen. Die Eigenschaft N- bzw. C-terminaler 
Hälften von GFP-Molekülen, mit einer passenden Hälfte desselben oder eines anderen GFP-
Derivats zu komplementieren und ein fluoreszierendes Protein zu rekonstituieren, wird als 
Indikator für die Interaktion der mit den GFP-Hälften verbundenen Proteine genutzt. 
Entscheidend für die Ausbildung einer ersten Bindung zwischen den Hälften eines GFP-
Moleküls ist die Herstellung einer großen Nähe beider GFP-Hälften über einen Zeitraum von 
ca. einer Minute, da die Assoziationsrate zwischen BiFC-fähigen YFP-Fragmenten 60 s 
beträgt. In einem darauf folgenden Schritt von ungefähr 50 min Dauer bildet sich ein 
fluoreszenzfähiger Komplex aus (Abbildung 41). Um diesen Schritt zu unterstützen, ist eine 
abschließende Inkubation der Zellen bei 30°C nötig [61]. 
Abbildung 41: Schema der Ausbildung eines fluoreszierenden Komplexes durch BiFC 
Die durch x und y symbolisierten Moleküle fördern durch ihre Dimerisierung die Annäherung der N- 
und C-terminalen Hälften eines fluoreszierenden Proteins. Dadurch wird die Komplementation der 
Hälften zu einem fluoreszenzfähigen Komplex eingeleitet. (Schema nach Hu et al. (2002) [61]) 
Um den Dimerisierungszustand von gp130 bzw. gp130 und dem LIFR vor und nach der 
Stimulation mit IL-6/sIL-6Rα bzw. LIF anhand von BiFC zu untersuchen, wurden 
Fusionsproteine aus gp130 und Hälften des YFP sowie aus dem LIFR und einer Hälfte des 
CFP erzeugt (siehe Schema der BiFC der Rezeptorfusionsproteine in den Abbildungen 42 und 
43). Das Fusionsprotein aus gp130 und der N-terminalen Hälfte von YFP bis zur Aminosäure 
172 (gp130/id-YN173) kann mit einem gp130 komplementieren, welches mit der C-
terminalen Hälfte des YFP verbunden ist (gp130/id-YC173). Es entsteht ein Fluorophor, das 
dem ungeteilten YFP hinsichtlich des Anregungs- und Emissionsspektrums gleicht. Die 
Fluoreszenzintensität dieses komplementierten YFP ist allerdings geringer als bei normalem 
YFP [75]. Gp130/id-YC173 kann auch mit einem Fusionsprotein aus dem LIFR und der N-
t1/2 = 60 s t1/2 = 3000 s
x y x y x yx y
N N NC NC C C
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terminalen Hälfte des CFP bis zur Aminosäure 172 (LIFR/id-CN173) einen fluoreszierenden 
Komplex bilden, dessen Anregungsmaximum bei 466 nm und dessen Emissionsmaximum bei 
497 nm liegt [75]. 
Werden gp130/id-YN173 und gp130/id-YC173 ko-exprimierende Hek293T-Zellen fixiert und 
bildgebend im konfokalen Mikroskop untersucht, so zeigen nur wenige Zellen die schwache 
YFP-Fluoreszenz der BiFC (Abbildung 42A). 
Abbildung 42: BiFC zwischen gp130-Fusionsproteinen 
Hek293T-Zellen wurden mit den Expressionsvektoren für gp130/id-YC173 und gp130/id-YN173 ko-
transfiziert. Die Zellen wurden 30 h bei 37°C, danach 18 h bei 30°C inkubiert und anschließend 
fixiert. Die Hälfte der Zellen wurde noch während der 37°C-Inkubation 4 h vor der Temperatur-
absenkung mit IL-6/sIL-6Rα stimuliert. Die Schemazeichnung (rechts) verdeutlicht die 
Komplementation der YFP-Hälften der untersuchten Fusionsproteine. Die konfokalen Bilder in A 
zeigen die BiFC-Fluoreszenz einer unstimulierten und einer stimulierten Zelle. Die Zellen wurden mit 
dem 63-fach vergrößernden Objektiv aufgenommen. In B wird die BiFC-Fluoreszenz unstimulierter 
(links) und stimulierter (rechts) Zellfelder dargestellt. Die Bilder wurden mit einem 20-fach 
vergrößernden Objektiv aufgenommen. 
Am stärksten fluoresziert die Plasmamembran der Zellen. Im Zytoplasma ist nur ein sehr 
schwaches, ungleich verteiltes Fluoreszenzsignal erkennbar. 
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In mit IL-6/sIL-6Rα-stimulierten Proben ist im Gegensatz zu den unstimulierten eine 
erheblich größere Menge fluoreszierender Zellen erkennbar (Abbildung 42B). Die 
intrazelluläre Verteilung der Fluoreszenz-komplementierten gp130-Fusionsproteine in 
stimulierten Zellen ist jedoch mit der Verteilung in unstimulierten Zellen vergleichbar. 
Auch Zellen, die LIFR/id-CN173 und gp130/id-YC173 ko-exprimieren, weisen schon im 
unstimulierten Zustand BiFC-Fluoreszenz der komplementierten Hälften auf. Die 
intrazelluläre Verteilung von LIFR/id-CN173-gp130/id-YC173-Heterodimeren in der 
unstimulierten Beispielzelle in Abbildung 43A entspricht dem für BiFC-gp130 Homodimere 
beschriebenen Muster. 
Abbildung 43: BiFC zwischen LIFR und gp130-Fusionsproteinen 
Hek293T-Zellen wurden mit den Expressionsvektoren für LIFR/id-CN173 und gp130/id-YC173 ko-
transfiziert. Die Zellen wurden 30 h bei 37°C, danach 18 h bei 30°C inkubiert und anschließend 
fixiert. Die Hälfte der Zellen wurde noch während der 37°C-Inkubation 4 h vor der Temperatur-
absenkung mit LIF stimuliert. Die Schemazeichnung (rechts) verdeutlicht die Komplementation der 
CFP- und YFP-Hälften der untersuchten Fusionsproteine. Die konfokalen Bilder in A zeigen die 
BiFC-Fluoreszenz einer unstimulierten und einer stimulierten Zelle. Die Zellen wurden mit dem 63-
fach vergrößernden Objektiv aufgenommen. In B wird die BiFC-Fluoreszenz unstimulierter (links) und 
stimulierter (rechts) Zellfelder dargestellt. Die Bilder wurden mit einem 20-fach vergrößernden 
Objektiv aufgenommen. 
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Betrachtet man die Bilder der unstimulierten und stimulierten fixierten Zellen in Abbildung 
43B, so erkennt man bei den LIF-stimulierten Zellen - wie schon bei der Untersuchung der 
gp130-Homodimere - sofort einen erhöhten Anteil fluoreszierender Zellen. 
Mit Hilfe einer statistischen Auswertung konnte dieser Eindruck quantifiziert und belegt 
werden (vgl. Kapitel 2.9.6). Dazu wurden durch Verwendung einer niedrigen Vergrößerung 
Bilder großer Flächen fixierter Zellen im laser scanning-Modus aufgenommen. Anschließend 
wurde die Häufigkeit der Bildpixel innerhalb der 12-Bit Bildintensitätsskala von 0-4096 
analysiert. Unterschiede in der Menge fluoreszierender Zellen wirken sich bei gp130/id-
YC173 - gp130/id-YN173-Homodimeren am deutlichsten auf die Pixelmengen im Intensitäts-
bereich zwischen 576 und 1344 von 4096 und im Falle von LIFR/id-CN173 - gp130/id-
YC173-Heterodimeren im Intensitätsbereich von 320 bis 768 von 4096 aus. In Abbildung 
44A sind die Anteile der Bildpixel im Intensitätsbereich von 576-1344 an der 
Gesamtpixelmenge der bewachsenen Bildfläche für den Ansatz der gp130-Homodimere 
dargestellt. Als Negativkontrolle dienten Zellen, die lediglich mit dem Expressionsvektor für 
gp130/id-YC173 transfiziert waren. Schon im unstimulierten Zustand zeigt sich eine 
gegenüber der Negativkontrolle signifikant erhöhte Anzahl von Bildpixeln. Bei der 
Auswertung von Zellen, die mit IL-6/sIL-6Rα stimuliert worden waren, ergibt sich eine 
weitaus höhere Pixelanzahl in diesem Intensitätsbereich. Der deutliche Unterschied gegenüber 
dem unstimulierten Ansatz in diesem Bereich bestätigt den schon anhand der qualitativen 
Auswertung gewonnenen Eindruck der starken Erhöhung der Anzahl fluoreszierender Zellen 
durch Stimulation. 
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Abbildung 44: Quantitative Auswertung der BiFC-Fluoreszenz in unstimulierten und 
stimulierten Ansätzen 
Für das Diagramm A wurden Hek293T-Zellen mit den Expressionsvektoren für gp130/id-YC173 und 
gp130/id-YN173 ko-transfiziert bzw. nur mit gp130/id-YC173 transfiziert. Für B wurden die Zellen mit 
den Expressionsvektoren für LIFR/id-CN173 und gp130/id-YC173 ko-transfiziert bzw. nur mit 
gp130/id-YC173 transfiziert. Die Zellen wurden 30 h bei 37°C, danach 18 h bei 30°C inkubiert und 
anschließend fixiert. Die Hälfte der Zellen wurde noch während der 37°C-Inkubation 4 h vor der 
Temperaturabsenkung mit IL-6/sIL-6Rα  bzw. LIF stimuliert. Die in den Diagrammen als Balken 
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dargestellten Werte sind der mittlere Anteil der Fläche der BiFC-Fluoreszenz (ABiFC) an der gesamten 
von Zellen ausgefüllten Fläche (AZellen) in einer Reihe von Übersichtsaufnahmen mit niedriger 
Vergrößerung (20-fach Objektiv). Neben den Flächenanteilen der BiFC-Fluoreszenz unstimulierter 
Zellen (hellgrauer Balken) und stimulierter Zellen (dunkelgrauer Balken) ist als Negativkontrolle ein 
auf gleiche Weise an Hek293T-Zellen ermittelter Wert angegeben (weißer Balken), die nur mit 
gp130/id-YC173 transfiziert waren. Die Höhe des weißen Balkens verdeutlicht den Anteil der 
Eigenfluoreszenz der Zellen an der BiFC-Fluoreszenz. 
Bei der Auswertung LIFR/id-CN173 - gp130/id-YC173-exprimierender Zellen bietet sich ein 
ähnliches Bild (Abbildung 44B). Eine hochsignifikante Vergrößerung der Anzahl 
fluoreszierender Pixel tritt auch hier nach der Stimulation - in diesem Falle mit LIF - auf. 
Auch im Fall des LIFR/gp130-Heterodimers wird der anhand von Zellbildern in Abbildung 
43B gewonnene qualitative Eindruck der erhöhten Anzahl fluoreszierender Zellen nach der 
LIF-Stimulation durch die quantitative Analyse bestätigt. 
Im Gegensatz zu den FRET-Experimenten ist bei der BiFC mit gp130-Homodimeren ein dem 
LIFR/gp130-Heterodimer ähnelnder stimulationsabhängiger Effekt messbar. Die 
Konstituierung bzw. Stabilisierung des Rezeptorkomplexes durch IL-6/sIL-6Rα wirkt sich 
begünstigend auf die BiFC aus. Eine Erklärung dafür liegt in der Halbwertzeit der 
Komplementation der GFP-Hälften von 60s. Die Stabilisierung durch Stimulation hat deshalb 
einen positiven Einfluss auf die BiFC. Der FRET ist demgegenüber nur von der Nähe, aber 
nicht von der Dauer der Interaktion der Moleküle abhängig und somit ein Indikator für den 
durchschnittlichen Abstand zweier Moleküle zu einem bestimmten Zeitpunkt. 
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3.3.4 BiFC-Untersuchung der intrazellulären Lokalisation von gp130-Homodimeren 
Um festzustellen, ab welcher Stufe des Reifungsprozesses von gp130 der zur BiFC 
befähigende geringe Abstand vorliegt, wurden die Orte der BiFC-Fluoreszenz in gp130/id-
YN173 und gp130/id-YC173-exprimierenden Zellen (Abbildung 45A) mit der Verteilung der 
BiFC-Fluoreszenz in Zellen verglichen, die gp130/id-YN173 und die C-terminale Hälfte eines 
CFP-Moleküls (CFP-CC155) exprimierten (Abbildung 45B). 
Abbildung 45: Lokalisation zur BiFC-Fluoreszenz fähiger gp130-Fusionsproteine 
Für die Bilder in A wurden Hek293T-Zellen mit den Expressionsvektoren für gp130/id-YC173 und 
gp130/id-YN173 ko-transfiziert. Für B wurden die Zellen mit den Expressionsvektoren für CFP-
CC155 und gp130/id-YN173 kotransfiziert. Die Zellen wurden 30 h in 37°C, danach 18 h in 30°C 
inkubiert und anschließend fixiert. Die konfokalen Aufnahmen der BiFC-Fluoreszenz zeigen die Zellen 
in allen drei Raumebenen. 
CFP-CC155 besitzt im Unterschied zu den bisher verwendeten komplementationsfähigen 
Konstrukten keinen Fusionspartner und liegt zytoplasmatisch vor. Es kann nach starker 
Überexpression mit gp130/id-YN173 komplementieren, wodurch sich ein Fluorophor mit 
einem Anregungsmaximum bei 503 nm und einem Emissionsmaximum bei 515 nm bildet. In 
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den konfokalen Aufnahmen der Abbildung 45B ist erkennbar, dass die Komplementation 
zwischen CFP-CC155 und gp130/id-YN173 im Gegensatz zu den gp130-Homodimeren 
(Abbildung 45A) intrazellulär viel ausgeprägter auftritt. CFP-CC155 scheint - sofern BiFC-
fähige YN173-Hälften intrazellulär vorliegen - mit diesen zu komplementieren. In den Zellen, 
die nur gp130-Fusionsproteine exprimieren, besitzt, abgesehen von wenigen vereinzelten 
Fluoreszenzsignalen innerhalb der Zellen, lediglich die Plasmamembran eine deutliche BiFC-
Fluoreszenz. 
Diese Beobachtung zeigt, dass fluoreszenzkomplementierte gp130-Homodimere in der 
Mehrzahl erst an der Plasmamembran entstehen, die BiFC-kompetenten Fusionsproteine aber 
schon früher in intrazellulären Kompartimenten vorliegen. 
Diskussion 101 
4 Diskussion 
Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit der stimulationsunabhängigen Assoziation 
wichtiger Proteine der IL-6-Signaltransduktionskaskade. 
4.1 Untersuchungen zur Assoziation zwischen gp130 und Jak1 
Im ersten Teil der Untersuchungen wurde die Liganden-unabhängige Assoziation von 
Zytokinrezeptoren und Januskinasen charakterisiert. Nach der Zytokin-Stimulation werden 
die nicht-kovalent mit den Zytokinrezeptoren verbundenen Janus-Kinasen wahrscheinlich 
durch Transphosphorylierung aktiviert. Durch die darauffolgende Tyrosinphosphorylierung 
verschiedener Substrate steuern die aktivierten Janus-Kinasen alle nachfolgenden Vorgänge 
der Signalübertragung. Während die stimulationsunabhängige Assoziation der Janus-Kinasen 
mit den Zytokinrezeptoren bereits bekannt ist, ist die Stärke und die Dynamik dieser 
Interaktion noch nicht untersucht worden. Die Wechselwirkung zwischen Zytokinrezeptoren 
und Janus-Kinasen wurde in dieser Arbeit am Beispiel von gp130 und Jak1 untersucht. Um 
deren Interaktion mit Hilfe von FRAP in lebenden Zellen zu studieren, wurden Varianten des 
GFP mit den C-Termini von Jak1 und gp130 fusioniert. 
Die Diffusion von gp130-YFP wurde mit der FRAP-Methode untersucht und eine 
Halbwertzeit der Fluoreszenzwiederkehr von 16,1 ± 2,1s bestimmt. Die mobile Fraktion ist 
mit 77,7 ± 4,1% sehr ausgeprägt und liefert somit keinen Anhaltspunkt für eine Verankerung 
von gp130 am Zytoskelett, welche zu einer Immobilisierung des Rezeptors führen würde. 
Zudem wurde gezeigt, dass der Jak/STAT-Signaltransduktionsweg durch Substanzen, die das 
Zytoskelett zerstören, nicht inhibiert wird [86]. 
Im Gegensatz zu dem Transmembranprotein gp130 werden Janus-Kinasen schon allein 
aufgrund ihrer Aminosäuresequenz zu den zytoplasmatischen Proteinen gezählt: sie besitzen 
weder ein Signalpeptid für die Translation an ER-gebundenen Ribosomen noch eine für 
Transmembranproteine typische hydrophobe Sequenz, die eine Transmembran-Helixstruktur 
ausbilden könnte. Andererseits ist bekannt, dass Janus-Kinasen mit dem zytoplasmatischen 
Teil von Zytokinrezeptoren assoziieren. Aufgrund dieser Erkenntnisse können Janus-Kinasen 
als zytoplasmatische Proteine bezeichnet werden, die durch die Bindung mit 
Zytokinrezeptoren an Membranen rekrutiert werden. Diese Überlegungen lassen in 
Abhängigkeit von der Stärke der Interaktion mit dem Zytokinrezeptor eine Unterteilung der 
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Janus-Kinasen in einen zytosolischen und einen membrangebundenen Teil vermuten. Der 
zytosolische Anteil sollte in konfokalen Bildern erkennbar sein. 
In den mikroskopischen Bildern der mit gp130-YFP und Jak1-CFP ko-transfizierten Zellen ist 
aber kein relevanter zytoplasmatischer Anteil von Janus-Kinasen erkennbar (vgl. Abbildung 
16). Jak1 scheint eher die gleiche intrazelluläre Verteilung wie gp130 zu besitzen: Es befindet 
sich an der Plasmamembran und an intrazellulären Membranstrukturen. Eine kleine Fraktion 
zytoplasmatischer Jak1-Moleküle ist anhand der konfokalen Bilder jedoch nicht 
auszuschliessen. 
Zur Klärung der Frage, ob zytoplasmatische Janus-Kinasen mit den Membran-assoziierten im 
Austausch stehen, wurde eine FRAP-basierte Methode zum Vergleich der Halbwertzeiten der 
Fluoreszenzwiederkehr zwischen gp130 und Jak1 angewendet. Zytosolische Proteine 
diffundieren um den Faktor 102 schneller als zytoplasmatische Proteine [81]. Deshalb müsste 
sich ein dynamisches Gleichgewicht zwischen membrangebundenen und zytosolischen Janus-
Kinasen in signifikant kürzeren Halbwertzeiten der Fluoreszenzwiederkehr von Jak1-YFP 
verglichen mit denen von gp130-YFP niederschlagen. Die Ergebnisse der FRAP-Messungen 
zeigen aber für beide Moleküle im Mittel annähernd gleiche Diffusionsgeschwindigkeiten. 
Auch bei einem Vergleich der FRAP-Kurve von Jak1-YFP mit der Kurve einer nicht an 
Rezeptoren bindenden und deshalb im Zytoplasma lokalisierten Mutante von Jak1 (Jak1/nb-
YFP) wird die viel langsamere Fluoreszenzwiederkehr von membranassoziierter Jak1 deutlich 
(vgl. Abbildung 23). Diese Befunde deuten darauf hin, dass sich membrangebundene Janus-
Kinasen nicht mit einer zytoplasmatischen Fraktion im Austausch befinden. 
Um bei FRAP-Versuchen am konfokalen Mikroskop verwertbare Kurven der Fluoreszenz-
wiederkehr zu erhalten, die nicht durch übermäßiges Rauschen und zu geringe 
Signalintensitäten unauswertbar werden, musste mit transienter Überexpression der 
untersuchten Fusionsproteine gearbeitet werden. Da aber Janus-Kinasen bereits nach kurzer 
Überexpressionszeit autophosphoryliert vorliegen [87, 88], wurden die meisten Experimente 
zusätzlich zu Jak1-YFP mit einem Fusionsprotein aus einer Kinase-defizienten Form von 
Jak1 und YFP (Jak1/kd-YFP) durchgeführt. Dessen intrazelluläres Verteilungsmuster 
unterscheidet sich nicht von Jak1-YFP und auch die Halbwertzeiten der 
Fluoreszenzwiederkehr beider Proteine gleichen einander. Das bedeutet, dass die 
Autophosphorylierung der Janus-Kinasen nicht mit der Lokalisation oder dem 
Diffusionsverhalten interferiert. 
Die transiente Transfektion von COS7-Zellen führte auch zu Schwankungen der Expression 
zwischen den untersuchten Zellen. Dies zeigt sich in den um bis zu einem Faktor von 6 
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verschiedenen, initialen Fluoreszenzintensitäten der Bleich-ROIs zu Beginn der Messungen 
(vgl. Abbildung 19B,C und 20B,C und F,G). Es konnte kein Einfluss der jeweiligen 
Expressionslevel der fluoreszierenden Fusionsproteine auf die FRAP-Halbwertzeiten oder die 
Größe der mobilen Fraktion festgestellt werden. Damit sind keine Anhaltspunkte für 
artifizielle Aggregationen von Proteinen gegeben, die zu einem Anstieg der FRAP-
Halbwertzeit und einer Abnahme der mobilen Fraktion bei steigender Expression geführt 
hätten. 
Eine interessante Beobachtung ist die deutliche Abhängigkeit der mobilen Fraktion von der 
Halbwertzeit der Fluoreszenzwiederkehr. In den Abbildungen 19D und 20D, H ist die lineare 
Verkleinerung der Halbwertzeit, d.h. die Vergrößerung der Diffusionsgeschwindigkeit bei 
steigendem Ausmaß der mobilen Fraktion klar erkennbar. Diese Beobachtung unterstützt 
aktuelle Modellvorstellungen des Diffusionsverhaltens von Membranproteinen. In den letzten 
Jahren ist das klassische Flüssigmosaikmodell biologischer Membranen im Sinne eines 
Domänen-Modells modifiziert worden, welches Domänen beschränkter Diffusion von 
Makromolekülen beinhaltet [89, 90]. Diesem Modell zufolge wird die laterale Diffusion von 
Proteinen aufgrund von eingegrenzten Bereichen auf submikroskopische Membrandomänen 
beschränkt. Obwohl Membranproteine innerhalb dieser Mikrodomänen frei diffundieren 
können, wird die Diffusion über längere Strecken, die bei den FRAP-Messungen ins Gewicht 
fällt, durch das viel langsamere Wechseln zwischen diesen Mikrodomänen bestimmt. 
Wahrscheinlich trägt diese Diffusionsbeschränkung zur gemessenen immobilen Fraktion bei. 
Wenn in einem bestimmten Membransegment viele dieser Mikrodomänen existieren, wird die 
Diffusion von Proteinen stark behindert. Aus diesem Grund führt eine hohe Dichte von 
Mikrodomänen zu einer erhöhten immobilen Fraktion und zu verlängerten FRAP-
Halbwertzeiten. 
Nachdem die Ergebnisse der Mobilitätsuntersuchungen den Austausch zwischen 
membrangebundenen Janus-Kinasen und einem möglichen zytoplasmatischen Reservoir an 
Janus-Kinasen ausschlossen, bleibt die Frage nach der Auswechslung der an gp130 
gebundenen Janus-Kinasen unter den Rezeptoren offen. Diese Frage lässt sich auf die 
Affinität der Interaktionspartner eingrenzen: 
Ist die Affinität der Jak1/gp130-Interaktion niedrig genug, um die Dissoziation vom Rezeptor 
und die anschließende Diffusion der Janus-Kinasen in membrangebundener Form bis zur 
erneuten Assoziation mit einem Rezeptor zu ermöglichen? 
Zur Beantwortung dieser Frage wurde die Beobachtung genutzt, dass gp130 durch die 
Behandlung mit Paaren von Antikörpern gegen seine Ektodomänen sehr effizient 
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immobilisiert werden kann. Diese Methode wurde mit der simultanen Erfassung der 
Fluoreszenzsignale von CFP und YFP während einer FRAP-Messung zur Bestimmung der 
mobilen Fraktion der entsprechenden Fusionsproteine kombiniert. Es konnte gezeigt werden, 
dass die Immobilisierung von gp130/id-CFP zu einer gleichzeitigen Immobilisierung von 
Jak1-YFP führt (vgl. Abbildung 27). Die Ko-Immobilisierung von Jak1 ist auf die Interaktion 
zwischen gp130 und Jak1 zurückzuführen. Dies zeigt ein Immobilisierungsexperiment, bei 
dem eine gp130-Mutante ohne das für die Jak1-Bindung wichtige Box1-Motiv (gp130/nb-
CFP) [21, 23] eingesetzt wurde. Wenn diese Mutante verwendet wird, ist keine Ko-
Immobilisierung von Jak1-YFP möglich. 
Aus den dargestellten Befunden lässt sich schlussfolgern, dass Jak1 weder unabhängig von 
gp130 diffundiert, noch dass es in einem mit den verwendeten FRAP-Methoden messbaren 
Ausmaß zwischen verschiedenen Rezeptoren oszilliert. Die feste Bindung der Janus-Kinasen 
garantiert die Signalspezifität in der Weise, dass sie nur den Rezeptor phosphorylieren, an 
dem sie durch Ligandenbindung aktiviert wurden und vermeidet damit die unkontrollierte 
Verteilung des Signals an verschiedene Rezeptoren der Membran. 
Neueste Erkenntnisse zu den Janus-Kinasen deuten darauf hin, dass die Bindung von Janus-
Kinasen an Zytokinrezeptoren schon sehr früh an ER- oder Golgimembranen stattfindet und 
eine Voraussetzung für die effiziente Oberflächenexpression der Zytokinrezeptoren ist [91-
94]. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit geben Anlass zu der Vermutung, dass die 
während der Biosynthese geformten Komplexe aus dem Zytokinrezeptor und der Jak bis zur 
proteolytischen Degradation der Proteine nicht mehr dissoziieren. Diese Vermutung wird 
durch die gleichartigen, ca. 3 h betragenden Halblebenszeiten von Janus-Kinasen und gp130 
[95] unterstützt. Die ständig bereitgehaltene Kinase ermöglicht den Zytokinrezeptoren 
unmittelbar und effizient auf ein Liganden-induziertes Signal zu reagieren, weil keine 
Verzögerung durch den Kinasewechsel zwischen Rezeptoren entsteht. 
Eine Reihe von Wachstumsfaktoren, wie z.B. der epidermal growth factor (EGF) und der 
platelet derived growth factor (PDGF) signalisieren über Rezeptor-Tyrosinkinasen. Sie sind 
Typ-I-Transmembranproteine, deren zytoplasmatische Region eine Kinasedomäne besitzt. 
Die Kinasedomänen phosphorylieren sich nach der Liganden-induzierten Dimerisierung der 
Rezeptoren gegenseitig (Transphosphorylierung). Sie sind somit aktiviert und 
phosphorylieren nun Tyrosinseitenketten im zytoplasmatischen Teil der Rezeptoren [96]. Bis 
auf die intrinsische Kinaseaktivität scheint es deshalb keinen Unterschied im Mechanismus 
der Aktivierung zwischen den Rezeptor-Tyrosinkinasen und den Zytokinrezeptoren mit 
assoziierten Tyrosinkinasen zu geben. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen am Beispiel von 
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gp130 und Jak1 deutlich, dass die Assoziation der Tyrosinkinasen an Zytokinrezeptoren 
dauerhaft ist. Funktionell betrachtet stellen Zytokinrezeptoren demnach ein Analogon zu 
Rezeptor-Tyrosinkinasen dar. Der verbleibende Unterschied ist lediglich struktureller Natur. 
4.2 Der Assoziationszustand von gp130 
Der zweite Teil der vorliegenden Arbeit galt der Untersuchung des Assoziationszustands 
zwischen membranständigen gp130-Molekülen sowie zwischen gp130 und dem LIF-
Rezeptor. 
An allen Rezeptorkomplexen der IL-6-Typ-Zytokine ist gp130 beteiligt (vgl. Abbildung 2, 
Seite 6). Im IL-6- und im IL-11-Rezeptorkomplex ist gp130 zweifach vorhanden. Die bereits 
für eine Reihe von Zytokinrezeptoren, wie IL-2-Rezeptoren, den Epo-Rezeptor und den IL-
6Rα, diskutierte Liganden-unabhängige Assoziation [15-17] ist aber im Falle von gp130 
durch seine Beteiligung an heterodimeren Rezeptorkomplexen nicht widerspruchslos 
vorstellbar. Im Gegensatz zu den IL-6 und IL-11-Rezeptorkomplexen bringt eine 
Präassoziation von gp130 für heterodimere Rezeptorkomplexe keinen Vorteil. Angesichts 
dieser gleichrangigen Vor- und Nachteile der Liganden-unabhängigen Assoziation von gp130 
wurden in den Analysen zwei Rezeptorkomplexe untersucht: Am IL-6-Rezeptorkomplex 
wurde die gp130-Homodimerisierung, und am LIF-Rezeptorkomplex die Heterodimerisierung 
mit dem Assoziationszustand der Rezeptoren vor der Ligandenzugabe verglichen. 
Aufgrund der vermutlich schwachen Wechselwirkungen, die eine Prä-Assoziation von gp130 
hervorrufen, wurden Methoden vermieden, die einen Zellaufschluss voraussetzen und auch in 
diesem Teil der Arbeit die Möglichkeiten der konfokalen Mikroskopie genutzt. 
Als grundlegend und weichenstellend bezüglich der Planung weiterer Untersuchungen 
erwiesen sich hier die Bindungsstudien des von C. Roderburg (Institut für Biochemie, 
RWTH-Aachen) klonierten YFP-IL-6 an Ektodomänenmutanten des gp130. Die in 
Kooperation mit C. Roderburg durchgeführten Studien führten zu der Erkenntnis, dass eines 
der beiden gp130-Bindungsepitope, die Domäne D1 oder das ZBM (D2 und D3), alleine nicht 
für eine im konfokalen Mikroskop messbare Bindung von Komplexen aus YFP-IL-6 und sIL-
6Rα an gp130 ausreicht (vgl. Abbildung 33). 
In konfokalen Aufnahmen an lebenden Zellen ist deutlich die Bindung der Komplexe aus 
YFP-IL-6/sIL-6Rα an gp130/id-CFP - eine internalisierungsdefiziente und deshalb an der 
Plasmamembran angereicherte Mutante von gp130 - in Form eines YFP-Fluoreszenzsaumes 
erkennbar. 
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Mit gp130/∆D1id-CFP-transfizierte Zellen wiesen keine derartige Bindung des YFP-IL-6 auf. 
Damit ist die schon von Pflanz et al. [28] in einer biochemischen Untersuchung gemachte 
Beobachtung, dass das ZBM alleine nicht zur Bindung des Komplexes aus IL-6/sIL-6Rα 
fähig ist, in einer fluoreszenzmikroskopischen Analyse an lebenden Zellen bestätigt worden. 
Dieser Befund steht im Widerspruch zu einem erst kürzlich von Boulanger et al. vorgestellten 
Modell der Konstituierung der IL-6-Rezeptorkomplexes [19], demzufolge die erste 
Interaktion des Komplexes aus IL-6 und IL-6Rα mit gp130 nur an dem ZBM von gp130 
entsteht. 
Durch die Klonierung von gp130/∆D2,3id-CFP, einer internalisierungsdefizienten gp130-
Mutante ohne das ZBM, stand für die Bindungsstudien ein Konstrukt zur Verfügung, in dem - 
im Gegensatz zu früheren Arbeiten [28, 97, 98] - das ZBM durch vollständige Deletion der 
Domänen zwei (D2) und drei (D3) als Bindungsepitop für den IL-6/IL-6Rα-Komplex entfernt 
war. Fluoreszenzmikroskopisch konnte an gp130/∆D2,3id-CFP exprimierenden Zellen 
ebenfalls keine Bindung von YFP-IL-6/sIL-6Rα nachgewiesen werden. 
Eine weitestgehende Unversehrtheit der Struktur und die Zugänglichkeit wichtiger 
verbliebener Domänen der verwendeten Mutanten wurde durch die Verwendung von spezifi-
schen monoklonalen Antikörpern in Verbindung mit der Immunfluoreszenz nachgewiesen. 
Für die Ausbildung einer Bindung von IL-6/sIL-6Rα an gp130 ergibt sich aus diesen 
Befunden die Schlussfolgerung, dass der Komplex aus IL-6/sIL-6Rα nicht erst an eines der 
beiden Bindungsepitope eines einzelnen gp130 bindet, bevor in einem nächsten Schritt die 
Bindung an das entsprechende Epitop eines zweiten gp130 stattfindet und somit der ternäre 
Komplex konstituiert ist. Die vorgestellten fluoreszenzmikroskopischen Daten legen ein 
Modell nahe, in dem IL-6/sIL-6Rα an zwei gp130 nahezu gleichzeitig bindet und in einem 
Schritt den ternären Komplex herbeiführt. Die Bindung an eines der beiden Epitope ist 
wahrscheinlich alleine nicht stabil genug, um die Zeit bis zum diffusionsbedingten Antreffen 
eines zweiten gp130 zu überdauern. Eine Grundvoraussetzung für dieses Modell besteht in 
der Annahme prädimerisierter gp130-Proteine (Abbildung 46). Läge ein erheblicher Teil von 
plasmamembranständigem gp130 nicht zumindest transient als Dimer vor, könnte IL-6/sIL-
6Rα nicht binden. 
Für die Analyse des Prädimerisierungsstatus von gp130 bietet sich die FRET-Methode an. 
Die zum FRET nötige Fluorophornähe von mindestens 10 nm prädestiniert diese Methode 
dazu, mögliche Rezeptordimere aufzuspüren. Hierzu wurden die Rezeptoren mit CFP und 
YFP fusioniert. 
Diskussion 107 
FRET-Messungen an den Plasmamembranen mit gp130/id-CFP und gp130/id-YFP ko-
transfizierter Zellen ergaben im unstimulierten Zustand die gleichen FRET-Effizienzen wie 
für IL-6/sIL-6Rα-stimulierte Zellen (vgl. Tabelle IV, Seite 92). Der Abstand der Rezeptoren 
verändert sich durch die Stimulation mit IL-6/sIL-6Rα also nicht. Zudem liegt die mittlere 
FRET-Effizienz von gp130 unter Berücksichtigung der Homodimerisierung auf dem FRET-
Effizienzniveau von stimulierten LIFR/gp130-Heterodimeren. Das bedeutet, dass gp130 
schon vor der Stimulation in einem Abstand zueinander vorliegt, der durch gp130/LIFR-
Heterodimere erst im signalkompetenten Komplex angenommen wird. 
Bei LIFR/gp130-Heterodimeren konnte im Gegensatz zu den FRET-Messungen an gp130-
Homodimeren eine deutliche Erhöhung der FRET-Effizienz durch Stimulation mit LIF 
beobachtet werden (vgl. Tabelle IV, Seite 92). LIF ist in der Lage, unmittelbar an den LIFR 
oder an gp130 zu binden [37]. Danach kommt es zur Ausbildung eines trimeren, 
signalkompetenten Komplexes aus LIF, dem LIFR und gp130 [40, 99]. Für den Mechanismus 
der Rezeptorkomplexbildung bei der LIF-Stimulation gehört demnach eine Prädimerisierung 
von gp130 und dem LIFR nicht zu den notwendigen Voraussetzungen. Dies spiegelt sich in 
den FRET-Messungen an LIFR/gp130-Heterodimeren wieder, deren FRET-Effizienz durch 
die LIF-Stimulation verdoppelt wird. Der mittlere Abstand zwischen dem LIFR und gp130 
erreicht also erst durch die Stimulation im signalkompetenten Komplex die Werte 
unstimulierter gp130-Homodimere. Das LIFR/gp130-Heterodimer bildet sich demnach 
Liganden-abhängig (Abbildung 46). 
Gp130 gehört nicht nur zum IL-6-Rezeptorkomplex, sondern ist auch für die 
signaltransduzierenden Rezeptorkomplexe der Zytokine IL-11, IL-27, LIF, OSM, CT-1, 
CNTF, CLC und NP unverzichtbar. Angesichts der aufgeführten, auf eine Prädimerisierung 
von gp130 hinweisenden Daten ergibt sich die Frage, welcher Natur eine solche 
Prädimerisierung ist. Die feste paarweise Verbindung von gp130 stellt hinsichtlich der 
Ausbildung heterodimerer Rezeptorkomplexe für die Zytokine IL-27, LIF, OSM, CT-1, 
CNTF, CLC und NP (vgl. Abbildung 2) ein Problem dar, denn für die Heterodimerbildung 
müsste erst die Bindung der Homodimere aufgebrochen werden. Lediglich die Vorstellung 
eines Anteils prädimerisierter gp130-Proteine, der im Gleichgewicht und in ständigem 
Austausch mit monomerem gp130 steht, erfüllt die Anforderungen der allgemeinen 
Verfügbarkeit, die an eine von mehreren Zytokinen benutzte Rezeptoruntereinheit gestellt 
werden. 
Um zu unterscheiden, ob gp130 dauerhaft als Dimer in der Plasmamembran vorliegt, oder nur 
kurzzeitig assoziiert im Gleichgewicht mit einem monomeren gp130-Anteil existiert, wurde 
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die BiFC-Technik eingesetzt. Die Halbwertzeit der Komplementation der Fluorophorhälften 
bei BiFC beträgt 60 s [61]. Würde es sich bei prädimerisiertem gp130 um langfristig 
miteinander verbundene Proteine handeln, die nur miteinander assoziiert auf der 
Zelloberfläche vorkommen, dann müsste das BiFC-Ausmaß vor der Stimulation der BiFC 
nach der Stimulation mit IL-6/sIL-6Rα entsprechen. 
Die BiFC-Versuche ergaben eine deutliche Zunahme der BiFC-Fluoreszenz nach der 
Stimulation mit IL-6/sIL-6Rα (vgl. Abbildung 42 und 44). Die Stimulation hat also zu einer 
BiFC-begünstigenden Stabilisierung der gp130-Homodimere geführt. Zu einem 
vergleichbaren Ergebnis führten die BiFC-Versuche mit LIFR/gp130-Heterodimeren (vgl. 
Abbildung 43 und 44), was angesichts der FRET-Ergebnisse zu erwarten war. Auf der 
Grundlage dieser Daten muss die Vorstellung stabil präassoziierter gp130-Homodimere 
aufgegeben werden. Dies steht nicht im Widerspruch zu den FRET-Messungen, die für 
unstimulierte gp130 Homodimere die gleichen Werte ergaben wie für stimulierte. Die FRET-
Messungen zeigen nur den mittleren Abstand der Rezeptoren zum Zeitpunkt der Fixierung an, 
sind aber von deren Interaktionsdauer unabhängig. Die Ergebnisse der BiFC-Versuche in 
Kombination mit den Beobachtungen bei den FRET-Messungen legen den schon erwähnten 
Schluss nahe, dass es sich bei den prä-assoziierten gp130-Homodimeren um niedrig affine 
Komplexe handelt, die im Gleichgewicht mit monomerem gp130 stehen (Abbildung 46). Die 
transienten gp130-Homodimere werden durch die Bindung an IL-6/sIL-6Rα-Komplexe 
stabilisiert. Allerdings bedeuten die hohen stimulationsunabhängigen FRET-Effizienzen von 
gp130, dass der Anteil der Homodimere im dynamischen Gleichgewicht mit den Monomeren 
sehr groß sein muss. Dieses Gleichgewicht stellt eine Lösung der erwähnten Verfügbarkeit 
von gp130 für verschiedene Rezeptorkomplexe dar, in denen es einerseits als Heterodimer 
und andererseits als Homodimer vorliegt. Die vorgeformten Homodimere erlauben den 
Zellen, schneller auf IL-6- bzw. IL-11-Signale zu antworten, weil sich die Zeitspanne bis zum 
diffusionsbedingten Zusammentreffen der Rezeptoren im Rezeptorkomplex erübrigt. Zudem 
bedeuten die Homodimere eine Verdoppelung der Bindungsstellen für den Liganden, 
wodurch eine höhere Sensitivität gegenüber dem Liganden erreicht wird. 
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Abbildung 46: Modell der Rezeptorassoziation und Komplexbildung im Fall von IL-6 und LIF 
Ein großer Teil des gp130 in der Plasmamembran existiert als transientes gp130-Homodimer und ist 
Voraussetzung für die Ausbildung des Komplexes mit IL-6/sIL-6Rα, ein LIFR/gp130-Heterodimer 
bildet sich erst nach LIF-Stimulation. 
Fluoreszenzkomplementierte gp130-Homodimere scheinen sich in der Mehrzahl erst in der 
Plasmamembran auszubilden, die BiFC-kompetenten gp130-Fusionsproteine liegen jedoch 
schon früh in weitaus größerer Anzahl in intrazellulären Kompartimenten vor. Dies geht aus 
der Auswertung unstimulierter Zellen hervor, die Paare BiFC-fähiger gp130-Fusionsproteine 
bzw. nur ein gp130-Fusionsprotein und die mit ihm komplementierende Hälfte eines CFP 
exprimierten (vgl. Abbildung 45). Bei der Expression eines BiFC-fähigen gp130/id-YN173 
und einer zu diesem passenden C-terminalen Hälfte eines CFP (CFP-CC155), die aufgrund 
ihres Auftretens im Zytoplasma mit den gp130-Fusionsproteinen in der Zelle interagieren 
kann, bietet sich ein verändertes Bild der BiFC-Fluoreszenzverteilung. Die Fluoreszenz tritt 
hauptsächlich an intrazellulären Kompartimenten auf. Die BiFC-Kompetenz der 
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Fluorophorhälften ließe also bereits in intrazellulären Kompartimenten die 
Fluoreszenzkomplementation zu. Vermutlich erlangen gp130-Moleküle erst in der 
Plasmamembran den zur Komplementation nötigen geringen Abstand zueinander. 
4.3 Die Assoziation zwischen gp130 und IL-6Rα 
Gp130 und der IL-6Rα bilden den Rezeptorkomplex für IL-6. In Zusammenarbeit mit C. 
Roderburg stellte sich im Rahmen der schon im Kapitel 4.1 erwähnten Ko-
Immobilisierungsversuche heraus, dass ein fluoreszierendes IL-6Rα-Fusionsprotein in seiner 
Diffusion stark eingeschränkt wird, wenn gp130 durch ein Paar monoklonaler Antikörper 
immobilisiert wird (vgl. Abbildung 29). Ein LIFR-Fusionsprotein konnte im Gegensatz zum 
IL-6Rα nicht ko-immobilisiert werden. Dieser Befund deutet eine Liganden-unabhängige 
Assoziation zwischen gp130 und IL-6Rα in der Plasmamembran an und bestätigt die fehlende 
Interaktion von gp130 und dem LIFR in Abwesenheit von LIF. 
4.4 Perspektiven 
Die feste und langanhaltende Verbindung von gp130 und Jak1 rückt gp130 in die Nähe der 
Rezeptor-Tyrosinkinasen. Jak1 ist von großer Bedeutung für die IL-6-Signaltransduktion, da 
diese in Jak1-defizienten Zellen stark beeinträchtigt ist [27, 100]. Untersuchungen der 
Assoziation anderer Tyrosinkinasen der JAK-Familie, wie Jak2 und Tyk2 mit gp130 [26] 
könnten klären, ob die feste Assoziation mit gp130 nur für Jak1 gilt und sich darin die 
herausgehobene Stellung von Jak1 gegenüber Jak2 und Tyk2 manifestiert. 
Auch der LIFR und der OSMR sind stimulationsunabhängig mit Jak1, Jak2 und Tyk2 
assoziiert [25, 26, 33, 91]. Eine Analyse des Assoziationszustands zwischen diesen 
Rezeptoren und ihren Kinasen vor der Stimulation mit LIF bzw. OSM würde die Frage 
beantworten, ob es auch in diesen Fällen eine „bevorzugte“ Kinase gibt, oder ob eine feste 
Konstellation auf gp130 und seine besondere Rolle als zentralem Mediator für Signale der IL-
6-Typ-Zytokine beschränkt ist. 
Der Grad der Analogie von gp130 und Jak1 zu den Rezeptor-Tyrosinkinasen könnte durch die 
mikroskopische Analyse ihrer Verbundenheit in ER- und Golgimembranen mit den in dieser 
Arbeit verwendeten Techniken wie FRAP, FRET und BiFC näher bestimmt werden. Nur eine 
Ko-Immobilisierung durch Paare monoklonaler Antikörper ist innerhalb lebender Zellen nicht 
möglich. 
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Im Zusammenhang mit dem Prä-Stimulationsstatus der Komponenten des IL-6-
Rezeptorkomplexes könnte die Einbeziehung des IL-6Rα in die hier vorgestellten Studien 
Aufschluss über den Grad der Präformierung des IL-6-Rezeptorkomplexes geben. Dabei 
liefert vermutlich schon die zusätzliche Expression eines BiFC-tauglichen IL-6Rα-
Fusionsproteins als Konkurrent eines Paares BiFC-fähiger gp130-Homodimere Informationen 
über die Bevorzugung eines Interaktionspartners. Diese Konkurrenzuntersuchungen brächten 
unter Einbeziehung weiterer Zytokinrezeptoren, wie dem OSMR und dem LIFR, auch 
Einblicke in deren bevorzugte Prästimulationskonstellationen an der Plasmamembran. Es böte 
sich ebenfalls an, die schon durch Ko-Immobilisierungsexperimente von gp130 und IL-6Rα 
angedeutete Liganden-unabhängige Assoziation beider Rezeptoren anhand der BiFC vor bzw. 
nach der Stimulation mit IL-6 weiter zu analysieren. Unter der Beibehaltung des Ko-
Immobilisierungsansatzes wäre auch der Austausch einzelner Domänen von gp130 oder IL-
6Rα zur Bestimmung ihrer Interaktionsregion denkbar. 
Die Untersuchung der Bindungsfähigkeit von fluoreszenzmarkiertem IL-6 an gp130-
Mutanten stellt allgemein eine Methode mit großem Potential bei der Aufklärung der 
Bindungsvoraussetzungen und der Bindungsreihenfolge an membranständigen Rezeptoren 
lebender Zellen dar. Bisher wurden dabei häufig lösliche oder an einen Träger gekoppelte 
Rezeptoren eingesetzt, die oft lediglich über Extrazellulärdomänen verfügten [18, 101]. 
Zusätzlich bietet hier die bildgebende Analyse im konfokalen Mikroskop ebenso wie die 
klassischen Bindungsstudien (z.B. Scatchard-Analyse) Quantifizierungsmöglichkeiten der 
Bindungseffizienz durch die Auswertung der Fluoreszenzintensitäten digitaler Aufnahmen. 
Auch die mittlerweile mit konfokalen Mikroskopen verknüpfbare Fluoreszenz-
Korrelationsspektroskopie (fluorescence correlation spectroscopy - FCS) erlaubt die 
Untersuchung von Liganden-Rezeptor-Wechselwirkungen mit Hilfe der Berechnung von 
Bindungskonstanten [102]. Die Analyse beruht auf der statistischen Auswertung von 
Schwankungen der Fluoreszenzintensität im konfokalen Messvolumen (im Femtoliter-
Bereich) durch die Diffusion der fluoreszierenden Moleküle. Eine Korrelationsanalyse liefert 
Angaben über die Konzentration und die Diffusionsgeschwindigkeit dieser Moleküle, 
wodurch eine Berechnung der Bindungskonstanten möglich wird. 
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5 Zusammenfassung der Ergebnisse 
Zu den Zytokinen zählen verschiedene Proteine und Glykoproteine, die als lösliche 
Botenstoffe vielfältige Aufgaben der interzellulären Kommunikation erfüllen. Die IL-6-Typ-
Zytokine, zu denen IL-6, IL-11, IL-27, LIF, CT-1, CNTF, CLC, NP und OSM gehören, sind 
in der Regulation der Akutphase-Reaktion, der Hämatopoese, der Leber- und der neuronalen 
Regeneration sowie in der Embryonalentwicklung und der Steuerung der Fertilität von großer 
Bedeutung. Unter den Rezeptoren der IL-6-Typ-Zytokine spielt gp130 als die gemeinsame 
signal-transduzierende Rezeptorkomponente aller zu dieser Gruppe gehörenden Zytokine eine 
übergreifende Rolle. 
Gp130 ist nicht-kovalent mit Janus Kinasen verbunden. Die Bildung des signalkompetenten 
Komplexes nach Zytokinstimulation führt zur Aktivierung der Jaks durch Trans-
Phosphorylierung. Die aktivierten Jaks phosphorylieren Tyrosinreste im zytoplasmatischen 
Teil von gp130, welche dann als Bindungsstellen für Transkriptionsfaktoren dienen [11, 25, 
26]. Janus-Kinasen sind deshalb intrazellulär die ersten Moleküle, die vom aktivierten 
Rezeptorkomplex ausgehende Signale weiter vermitteln. 
• In dieser Arbeit wurde die Interaktion zwischen gp130 und Jak1 als ein Modellsystem zur 
Untersuchung der Assoziation zwischen Zytokinrezeptoren und Janus-Kinasen in 
lebenden Zellen benutzt. Die dabei verwendeten Fusionsproteine mit CFP und YFP waren 
hauptsächlich in zellulären Membranen lokalisiert. 
• Der Vergleich der Halbwertzeiten der Fluoreszenzwiederkehr an der Plasmamembran 
ergab für gp130 und Jak1 gleiche Werte. Jak1 besitzt somit die gleiche 
Diffusionsgeschwindigkeit wie membranständiges gp130. Die erheblich höhere 
Diffusionsgeschwindigkeit einer nicht zur Rezeptorbindung fähigen, zytoplasmatisch 
lokalisierten Jak1-Mutante, verdeutlicht, dass es keinen Austausch zwischen der 
rezeptorgebundenen und der zytoplasmatischen Fraktion von Jak1 gibt. 
• Aufgrund der vollständigen Ko-Immobilisierung von Jak1 bei der Immobilisierung von 
gp130 durch Antikörper-induzierte Vernetzung kann Jak1 als fest mit gp130 verbunden 
betrachtet werden. Diese Ergebnisse schließen den Austausch von Jak1 zwischen 
verschiedenen membranständigen Rezeptoren aus. Vielmehr ist eine große Ähnlichkeit 
von gp130/Jak1-Komplexen mit den Rezeptor-Tyrosinkinasen erkennbar. 
• Mit der im ersten Teil der Arbeit verwendeten Methode der Immobilisierung von gp130 
durch Antikörper konnte auch eine Ko-Immobilisierung des IL-6Rα erwirkt werden, 
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wohingegen der LIFR in seiner Beweglichkeit nicht eingeschränkt wird. Diese in 
unstimulierten Zellen gezeigte Verbundenheit des IL-6Rα mit gp130 ist ein 
außergewöhnlicher Befund: Es wurden zwar schon für verschiedene Zytokinrezeptoren 
präformierte Komplexe diskutiert [16, 17, 64], doch für gp130 enthaltende 
Rezeptorkomplexe wurde aufgrund der vielfachen Kombinationsmöglichkeiten des gp130 
mit unterschiedlichen Rezeptorketten bisher immer von einer erst durch den Liganden 
induzierten Komplexbildung ausgegangen [11]. 
• Fluoreszenzmarkiertes IL-6 ermöglichte Ligandenbindungsstudien an gp130-Mutanten, 
aus denen hervorging, dass ein Bindungsepitop des gp130 zur Bindung von IL-6/IL-6Rα 
nicht ausreicht. Weder gp130, welches nur das ZBM besaß, noch gp130 in dem das ZBM 
fehlte und die D1 als verbleibende Bindungsstelle vorlag, zeigten bei der Analyse am 
konfokalen Mikroskop die Fähigkeit zur YFP-IL-6-Bindung. Daraus folgt, dass nur 
gp130-Dimere, die beide Bindungsflächen gleichzeitig zur Verfügung stellen, die Bindung 
des IL-6/IL-6Rα-Komplexes ermöglichen. 
• Seine Bestätigung erfährt dieses Modell der präformierten gp130-Dimere in den vor und 
nach der Stimulation mit IL-6/IL-6Rα unverändert hohen FRET-Werten, welche auf 
einem Niveau liegen, das durch den LIFR und gp130 erst nach einer Stimulation mit LIF 
erreicht wird, und deshalb schon im unstimulierten Zustand auf dimerisierte gp130-
Moleküle in der Plasmamembran schließen lässt. 
• Die stimulationsbedingte Erhöhung der BiFC-Fluoreszenz von gp130-Homodimeren 
verdeutlicht den stabilisierenden Einfluss der Stimulation auf das prädimerisierte gp130. 
Das Modell der Liganden-unabhängig assoziierten gp130-Moleküle muss daher, wie in 
Abbildung 46 dargestellt, als dynamisches Gleichgewicht zwischen einem großen Anteil 
von gp130-Homodimeren, die in ständigem Austausch mit einer kleinen Menge 
monomerer gp130-Moleküle stehen, gesehen werden. Diese Modellvorstellung trägt auch 
der Verfügbarkeit von gp130 für andere Zytokinrezeptoren Rechnung. 
• Die BiFC-Untersuchungen zeigten, dass sich die Assoziation der gp130-Moleküle 
vorwiegend erst in der Plasmamembran ausbildet. 
• Gegenüber den gp130-Homodimeren bilden der LIFR und gp130 erst nach der 
Stimulation mit LIF Heterodimere aus (Abbildung 46). Dieser Schluss ergibt sich aus der 
stimulationsabhängigen Verdoppelung der FRET-Effizienz und der ebenfalls von der LIF-
Zugabe abhängigen erheblichen Verstärkung der Fluoreszenz durch BiFC. 
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